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RESUMO 
O sistema imunológico é essencial para a defesa do organismo contra as ameaças 
patogênicas, contando com uma diversidade de receptores para a detecção da 
ameaça e desencadeamento de uma resposta eficiente. Os patógenos presentes 
no ambiente estão em constante embate com o sistema imunológico e exercem 
pressões seletivas sobre ele, favorecendo um repertório extenso de receptores para 
lidar com a diversidade patogênica no ambiente. Ao longo do gradiente latitudinal, 
em ambientes terrestres, a diversidade tanto de espécies quanto de patógenos se 
concentra em regiões tropicais e diminui com o aumento da latitude, hábitos 
migratórios podem fazer com que um indivíduo se exponha a patógenos presentes 
tanto em regiões temperadas quanto tropicais. Ambientes aquáticos não são tão 
bem explorados em relação a sua diversidade patogênica, mas há a possibilidade 
de panoramas diferentes entre ambientes fluviais e ambientes marinhos. Nesse 
contexto, cetáceos e sirênios oferecem uma plataforma de estudo para a evolução 
de genes de imunidade, uma vez que são amplamente distribuídos ao redor do 
globo, realizam migrações de grandes proporções e possuem representantes tanto 
em ambientes fluviais quanto em ambientes marinhos. A história evolutiva desses 
animais traz a oportunidade de analisar a evolução de genes de imunidade na 
conquista de novos ambientes e a sua distribuição permite a análise da sua 
diversidade em diferentes latitudes. Aqui, reunimos sequências de genes de 
imunidade a partir de bases de dados já existentes e caracteriza genes de 
imunidade em quatro espécies (Sotalia fluviatilis, Sotalia guianensis, Trichechus 
manatus and Trichechus inunguis) sequenciadas pelo projeto Jovem Pesquisador 
(2015/18269-1) onde ele se insere, comparando ambientes marinhos e fluviais bem 
como gradientes latitudinais em cetáceos marinhos. Encontramos que, em relação 
a cetáceos marinhos, a diversidade de genes de MHC mostrou um padrão 
inesperado, uma vez que este se encontra invertido em comparação com o 
gradiente latitudinal comumente observado para animais terrestres, além disso, 
cetáceos marinhos migratórios exibem menor diversidade do que residentes de 
áreas tropicais ou temperadas. Também, em uma das primeiras análises realizadas 
comparando genes de imunidade em mamíferos de ambiente fluvial e marinho, 
encontramos diferenças entre pressões seletivas sofridas nesses dois ambientes 
em relação a genes da resposta imune inata e aparentes processos de 
pseudogenização e perda de genes. 
 
 
ABSTRACT 
The immune system is essential to defense against pathogenic threats, in order to 
respond properly, it has a wide diversity of receptors. Pathogens present in the 
environment are in constant competition with the immune system and are a source 
of selective pressure on it, favoring the diversity of receptors according to the 
diversity of the environment. Alongside the latitudinal gradient, for terrestrial species, 
both diversity of species and pathogens concentrate in low latitudes and diminish as 
it rises, moreover, migratory habits may expose the individuals to pathogens present 
in both tropical and temperate environments. Aquatic environments are not well 
explored regarding their pathogenic diversity, but marine and freshwater 
environments are potentially different. In this context, cetaceans and sirenians offer 
a platform to study evolution of immunity genes, once they are distributed around 
the world, make long distance migration and are present in both marine and 
freshwater habitats. The evolutionary history of these animals allows to analyze 
immunity genes in the context of conquering new habitats and their distribution 
allows the analysis of their diversity in different latitudes. Here, we gather sequences 
from public databases and characterize immunity genes in four species (Sotalia 
fluviatilis, Sotalia guianensis, Trichechus manatus and Trichechus inunguis) 
sequenced by a Young Reseearcher Project (2015/18269-1) where this work is 
included, comparing marine and freshwater habitats as well as latitudinal gradients 
in marine cetaceans. We find that, regarding marine cetaceans, MHC genes 
exhibited an unexpected pattern, being inversed in relation to the one found in 
terrestrial animals. In addition, migratory cetaceans exhibited lower diversity than 
tropical and temperate residents. Also, in one of the first analyses comparing 
immunity genes on marine mammals from freshwater and marine environments, we 
found differences on selective pressures on those habitats on genes from innate 
immune response and possible pseudogenization and gene loss processes. 
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1. Introdução 
O sistema imunológico garante a sobrevivência dos organismos ao 
proporcionar proteção contra os patógenos do ambiente e, para isso, seus vários 
componentes devem atuar sinergicamente para assegurar que tais ameaças não 
prejudiquem o indivíduo. De um modo geral, o sistema imune é dividido entre 
imunidade inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata é a primeira resposta a 
uma infecção, está presente antes que ela ocorra e não possui um alto nível de 
especificidade em relação ao patógeno que enfrenta. Por sua vez, a imunidade 
adaptativa irá responder e se desenvolver ao enfrentar um agente infeccioso, 
melhorando a eficiência contra uma mesma ameaça a cada exposição (ABBAS et 
al., 2018). Quando há falhas na cooperação entre os componentes ou no próprio 
funcionamento do sistema pode-se ter o surgimento de imunodeficiências e 
doenças autoimunes (PARKIN; COHEN 2001). 
Para agir contra os patógenos o sistema imune deve ser capaz de 
diferenciar o non-self (i.e., moléculas não-próprias) do self (i.e., moléculas próprias) 
ativando a resposta no caso do primeiro e tolerando o segundo. Para realizar essa 
identificação ele conta com receptores de diversas naturezas, dentre os quais os 
principais são os PRRs (Pattern Recognition Receptors), presentes na imunidade 
inata; os TCRs (T-Cell Receptors) e BCRs (B-Cell Receptors), presentes nos 
linfócitos T e B, agentes da imunidade adaptativa; e os MHC (Major 
histocompatibility complex)  de classe I e classe II, presentes nas células do corpo 
ou unicamente nas APCs (Antigen Presenting Cells) no caso do receptor de classe 
II, que auxiliam na identificação do self e na comunicação entre a resposta inata e 
adaptativa (ABBAS et al., 2018). 
O estudo do sistema imunológico do ponto de vista evolutivo apresenta 
desafios únicos devido a que cada um de seus componentes está sujeito a pressões 
seletivas diferentes. As moléculas de reconhecimento podem vir de famílias 
conservadas, mas com genes sujeitos à rápida duplicação ou deleção, o que não 
preserva a ortologia; as vias de sinalização podem se encontrar preservadas, mas 
os genes divergirem em suas sequências; e ainda, as moléculas efetoras podem 
ser tanto conservadas quanto espécie-específicas (PAUL, 2013). 
Todo organismo possui algum tipo de defesa, e sistemas com 
características adaptativas (mutações somáticas) não convencionais podem ser 
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encontrados em invertebrados e peixes sem mandíbula (LITMAN; RAST; 
FUGMANN, 2010). Entretanto, a imunidade baseada em imunoglobulinas, TCR e o 
MHC só são encontrados nos vertebrados com mandíbula (gnatostomados) e este 
esquema de organização surge sobreposto com o sistema inato herdado dos 
invertebrados (LITMAN; RAST; FUGMANN, 2010). Ao longo da evolução dos 
vertebrados não se observa uma progressão de funções desde os peixes até os 
mamíferos, mas sim uma preferência por diferentes usos de mecanismos já 
existentes ao longo das linhagens, o que dificulta determinar quais características 
seriam as ancestrais entre esses grupos (PAUL, 2013). Ainda, deve-se levar em 
conta para o estudo da evolução desse sistema o fato de que nos últimos anos têm 
se descoberto que, assim como alguns componentes-chave da imunidade 
adaptativa, alguns componentes da imunidade inata também coevoluem em 
unidade (PAUL, 2013). 
No que diz respeito à chamada imunidade inata, ela é a primeira linha de 
defesa do organismo e do ponto de vista filogenético, é a parte mais antiga do 
sistema imune. Seus principais componentes são as barreiras epiteliais que 
bloqueiam tanto física quanto quimicamente a entrada de elementos eventualmente 
ameaçadores; células fagocíticas, dendríticas, mastócitos, células NK e outras 
células inatas da linhagem linfoide, e proteínas presentes no sangue, como por 
exemplo, componentes do sistema complemento (ABBAS et al., 2018).   
No início da infecção, o patógeno entrará em contato com as células da 
imunidade inata e os seus PRRs, receptores que reconhecem padrões moleculares 
associados a patógenos (PAMPs) ou padrões moleculares associados a dano 
(DAMPs). Diferente do observado nos receptores das células T (TCRs) e B (BCRs), 
os genes que codificam os receptores PRRs não passam pelo processo de rearranjo 
V(D)J, mecanismo que a partir da  recombinação dos genes V, D e J, permite a 
criação de um grande repertório de receptores, promovendo assim, maior 
especificidade (ABBAS et al., 2018; MEDZHITOV; JANEWAY, 1997). O tipo de PRR 
ativado em uma resposta imune irá variar dependendo da localização da célula que 
o carrega e do compartimento celular em que ele se encontra. Apesar da 
especificidade menor, saber qual foi ativado fornece informação sobre a natureza 
da ameaça, se ela é intra ou extracelular, ou então se trata de um vírus ou de uma 
bactéria. Além disso, o tipo de PRR ativado pode influenciar na ativação dos braços 
especializados da resposta imune (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). 
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A interação patógeno-hospedeiro tem o potencial de moldar a 
composição genética de populações e isso pode ser observado em populações 
humanas quando se trata de doenças infecciosas. Por exemplo a lepra, que é 
causada pela bactéria Mycobacterium leprae, é muito antiga e um patógeno que 
afeta exclusivamente humanos, seguindo a sua migração (MONOT et al., 2009). 
Hoje em dia, enquanto a doença ainda é um caso de saúde pública em regiões da 
Ásia e da América do Sul, está quase erradicada na Europa (WHO, 2012). Para 
entender melhor estas diferentes susceptibilidades foram realizados GWAS 
(Genome Wide Association Study) de uma coorte de uma população chinesa e de 
uma população indiana. Um dos estudos ressaltou os genes envolvidos com o 
receptor NOD2 e SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) que poderiam ter efeito 
na sua regulação como possíveis indicativos de susceptibilidade (ZHANG et al., 
2009). Outro apontou forte associação entre os afetados pela lepra e a ausência de 
um polimorfismo do TLR1 (WONG et al., 2010). Este último resultado pode ajudar 
a explicar a situação da Europa, uma vez que esse polimorfismo é associado com 
melhor resposta à infecção pela bactéria e é o polimorfismo mais comum associado 
aos TLRs na região (WONG et al., 2010). Outro exemplo é o encontrado por Zhang 
e colaboradores (2007) que, ao identificar que o receptor TRL3 promove proteção 
ao vírus da herpes simples, propõem a possibilidade de que a conservação deste 
receptor tenha se dado por conta desse caráter, uma vez que ele é redundante para 
a maioria das respostas contra micróbios. A diversidade de patógenos também foi 
apontada como uma pressão seletiva importante na evolução das moléculas de 
MHC de classe II em humanos, uma vez que os alelos que estão presentes em 
lugares com maior diversidade patogênica são mais promíscuos (MANCZINGER et 
al., 2019). Esses exemplos mostram como entender a base genética por trás do 
sistema imunológico é fundamental para um entendimento mais completo sobre 
como funciona esse sistema e como ele foi moldado pela evolução biológica.  
Durante a evolução das espécies, a ocupação de novos ambientes 
proporciona o contato com novas condições climáticas e ecológicas. Essa mudança 
também expõe o indivíduo a novos patógenos, oferecendo possíveis novas 
pressões seletivas. Fumagalli e colaboradores (2011) detectaram em humanos 
sinais de que a diversidade patogênica presente em ambientes é um dos principais 
fatores relacionados à adaptação local ao relacionar dados de GWAS e variáveis 
ambientais. Também é possível detectar diferentes regimes de seleção afetando 
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receptores da imunidade inata em mamíferos que estão relacionados a 
características ecológicas como o hábito do voo no caso dos morcegos, a vida em 
ambiente terrestre ou a vida marinha (TIAN et al., 2018). Como exemplo, temos que 
receptores relacionados com imunidade antiviral estão sob seleção positiva em 
cetáceos, à diferença do que acontece em ungulados terrestres, uma vez que os 
vírus de RNA presentes no ambiente marinho constituem uma das principais fontes 
de doenças para os mamíferos aquáticos (TIAN et al., 2018).  
Outro aspecto a ser considerado é o contato com novos patógenos 
através do processo migratório. Clark e colaboradores (2016) observaram que a 
carga parasitária em aves que migram mais ao norte durante o inverno é menor das 
que ficam mais próximas dos trópicos. Tal relação entre latitude e a exposição a 
ameaças patogênicas também influencia na variabilidade de genes de MHC de 
classe I, onde aves residentes da região tropical possuem maior variabilidade do 
que aves residentes da região paleártica (O’CONNOR et al., 2018). 
Considerando a variedade de fatores que podem moldar a evolução do 
sistema imunológico, este trabalho pretende abordar três aspectos da distribuição 
geográfica de espécies e sua relação com a evolução dos genes de imunidade: o 
gradiente latitudinal de distribuição de espécies, processos migratórios ao longo 
dele e a dinâmica de ambientes marinhos e fluviais.  
1.1. Modelos de estudo 
Com o avanço das técnicas de sequenciamento gênico e o consequente 
acúmulo de dados moleculares, é possível traçar um panorama cada vez mais 
completo da história evolutiva de famílias gênicas e sua dinâmica evolutiva no 
surgimento de novas espécies. O avanço nas técnicas de biologia molecular 
também permite o uso de outros organismos além dos organismos-modelo para 
estudarmos evolução. Nesse contexto, os mamíferos aquáticos surgem como um 
grupo de modelos muito interessante do ponto de vista evolutivo, uma vez que 
possuem ancestrais terrestres e retornaram ao ambiente aquático em diferentes 
momentos e condições no transcorrer da história da vida no planeta (KELLEY; 
PYENSON, 2015). 
Os mamíferos aquáticos pertencem às ordens Sirenia (peixes-boi) e 
Cetacea (baleias e golfinhos) e, dentro da ordem Carnivora, à superfamília 
Pinnipedia (pinípedes). Cetáceos e sirênios surgiram no início-meio do Eoceno (50 
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Ma e 52-42 Ma, respectivamente) e os pinípedes aparecem no final do Oligoceno 
(~27Ma). As características compartilhadas por estes animais são um clássico 
exemplo de evolução convergente, ou seja, possuem características semelhantes, 
mas que surgiram independentemente na história evolutiva desses animais 
(BERTA; SUMICH; KOVACS, 2015)(Figura 1). Além do retorno ao mar realizado a 
partir de ancestrais terrestres por esses três grupos, é possível observar a expansão 
secundária de várias linhagens para ambientes fluviais (BERTA;SUMICH;KOVACS, 
2015) como observado com as espécies irmãs de golfinho Sotalia guianensis 
(costeiro) e Sotalia fluviatilis (fluvial) e as espécies irmãs de sirênios, Trichechus 
manatus (costeiro) e Trichechus inunguis (fluvial) (MCGOWEN; SPAULDING; 
GATESY, 2009) (Figura 2). 
Figura 1. Relação filogenética entre as espécies de sirênios e cetáceos, 
destacadas as espécies irmãs abordadas neste trabalho. 
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Figura 2. Espécies foco. a) Sotalia guianensis; b)Sotalia fluviatilis; c)Trichechus manatus; 
d)Trichechus inunguis.  
Entre os vários requisitos para conquistar o ambiente aquático – seja ele 
marinho ou fluvial – está a necessidade de enfrentar eficientemente patógenos 
novos, não presentes no meio da espécie ancestral, durante todo processo de 
adaptação. Portanto, é de se esperar que o sistema imunológico esteja sob forte 
pressão de seleção durante a ocupação desse novo ambiente nesses grupos. 
 
1.2. MHC e gradientes latitudinais 
A diversidade de espécies segue um padrão inversamente proporcional 
aos valores de latitude, ou seja, em regiões tropicais - latitudes baixas - há uma 
maior concentração de espécies e diversidade do que em zonas temperadas - 
latitudes altas (GASTON, 2000). Atualmente, pensa-se que esse padrão também 
rege a distribuição de patógenos e vários estudos já observaram gradientes 
latitudinais para doenças e parasitas, tanto em ambientes terrestres quanto 
marinhos, embora o principal foco desses estudos sejam aqueles que afetam seres 
humanos (GUERNIER; HOCHBERG; GUÉGAN, 2004; ROHDE, 2002; STEARNS; 
KOELLA, 2008). Processos ecológicos relacionados à distribuição de espécies 
podem ocasionar o surgimento de pressões seletivas em genes de imunidade, 
levantando questões sobre como se dá a sua evolução molecular e como a 
16 
 
variabilidade está presente e se relaciona com diferentes habitats naturais dos 
organismos.  
Entre os genes de imunidade, os receptores do complexo principal de 
histocompatibilidade (MHC) agem como uma ponte entre as respostas adaptativa e 
inata, e se subdividem entre as classes I e II. Em humanos, todas as células - com 
exceção das hemácias - possuem o MHC de classe I e apenas as células 
apresentadoras de antígenos (APCs) possuem o MHC de classe II. Os dois tipos de 
moléculas de MHC possuem uma cadeia α e uma cadeia β, mas elas possuem 
conformações diferentes no MHC de classe I e classe II. No MHC de classe I, o 
polimorfismo e a fenda onde o antígeno se liga se concentram na cadeia α, 
enquanto no MHC de classe II ambas as cadeias apresentam polimorfismo e a 
fenda é constituída pelos segmentos α1 e β1 (ABBAS et al., 2018). As moléculas 
do MHC são extremamente polimórficas e sua evolução segue o modelo de seleção 
balanceadora, que mantém o repertório necessário para responder à exposição de 
patógenos (EDWARDS; HEDRICK, 1998). 
Os genes do MHC já foram alvo de diversas pesquisas sobre as pressões 
seletivas relacionadas ao habitat. Há evidências de que padrões do MHC tipo I 
variam entre aves tropicais e da região paleártica, com a maior variabilidade sendo 
observada para as aves tropicais que enfrentam mais ameaças patogênicas ao 
longo da vida, principalmente enquanto estão no ninho (O’CONNOR et al., 2018). 
Além disso, observou-se padrões de diversidade diferentes entre populações de 
salmão que são anádromas e as que se mantêm em lagos, o que sugere que há 
pressões seletivas diferentes entre estes ambientes (LANDRY; BERNATCHEZ, 
2002).  
Hábitos migratórios também podem influenciar na composição da 
variabilidade dos genes do MHC, uma vez que um animal migratório está exposto 
a mais de um ambiente o que potencialmente também significa estar exposto a uma 
variabilidade maior de patógenos (MØLLER; ERRITZØE 1998; FIGUEROLA; 
GREEN, 2000). O’Connor e colaboradores (2018) observaram que espécies 
migratórias de aves possuíam menor variabilidade entre as moléculas de MHC do 
que aves residentes, o que sugere um trade-off entre a variabilidade de MHCs, 
eficiência da resposta imune e o processo migratório. 
No contexto de processos migratórios e ampla distribuição geográfica, os 
cetáceos aparecem como um clado que permite a análise dessas variáveis, uma 
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vez que há espécies marinhas, fluviais, espécies que não migram e espécies que 
realizam migrações ao longo do gradiente latitudinal (PERRIN, 2009). O gene MHC 
DQB1 já foi alvo de diversos estudos populacionais em cetáceos que apontaram 
dados diversos em relação à variabilidade geral existente, como por exemplo uma 
baixa diversidade em baleias-fin e baleias-sei (NIGENDA-MORALES et al., 2007; 
TROWSDALE; GROVES; ARNASON, 1989), mas considerável variabilidade em 
outras espécies de baleias (BAKER et al., 2006) e em golfinhos fluviais, como o Baiji 
(YANG et al., 2005). Embora a baixa variabilidade encontrada inicialmente tenha 
sido explicada por uma suposta falta de patógenos em ambiente marinho 
(TROWSDALE; GROVES; ARNASON, 1989), estudos posteriores encontraram 
sinais de seleção positiva atuando em genes de imunidade e a ocorrência de 
epizootias sugerem que o ambiente marinho pode oferecer mais pressões seletivas 
advindas de patógenos do que foi considerado previamente (VAN BRESSEM et al., 
2009). Mais ainda, há a sugestão feita por Villanueva-Noriega e colaboradores 
(2013) de que as pressões seletivas em genes da imunidade em cetáceos podem 
estar relacionadas a diferenças entre os ambientes marinhos ocupados por eles.  
 
1.3. NLRs e evolução em ambientes marinhos e fluviais 
Dentro dos PRRs, os receptores extracelulares mais estudados são os 
Toll-Like Receptors (TLRs), encontrados em uma ampla gama de organismos, 
desde insetos até mamíferos e cuja principal via de transdução de sinal ativada, 
chamada NF-κB em mamíferos, é altamente conservada (ABBAS et al., 2018). Os 
Toll-receptors foram identificados pela primeira vez em Drosophila melanogaster e 
as sucessivas descobertas dos seus homólogos em humanos, Toll-like receptors 
(TLRs), abriram caminho para a melhor compreensão dos mecanismos do sistema 
imunológico (O’NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013). Há diversos estudos que 
buscam mapear a evolução destes receptores entre os vertebrados e as evidências 
apontam a seleção purificadora como a principal força atuando nos genes dos TLRs 
(MUKHERJEE et al., 2009). Por outro lado, estudos interespecíficos realizados em 
primatas, ratos e suínos, ressaltaram a presença de seleção positiva, persistente ou 
episódica em alguns TLRs (DARFOUR-ODURO et al., 2015; FORNŮSKOVÁ et al., 
2013; WLASIUK; NACHMAN, 2010). Patógenos presentes nos diferentes 
ambientes ocupados e sua consequente pressão seletiva podem ter moldado a 
evolução de TLRs em membros da família Suidae, que apresentam sítios de 
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seleção positiva em quatro receptores TLR, como apontado por (DARFOUR-
ODURO et al., 2015). 
Outro grupo de receptores PRR importantes para a imunidade inata são 
os pertencentes à família dos NLRs (Nod-like Receptors), que consistem em uma 
família de receptores intracelulares encontrados em animais e plantas, formados 
por um domínio NB/NACHT (NBD), uma região C-terminal LRR e uma região N-
terminal única (MAEKAWA et al., 2012). Esses receptores assumem múltiplos 
papéis, podem promover o aumento da expressão de MHC de classe II, recrutam e 
ativam a caspase, reagem à infecção por bactérias e participam da formação de 
inflamassomos (ABBAS et al., 2018). Quando analisadas, as regiões NBD apontam 
a existência de vários eventos de deleção e duplicação in tandem ao longo da 
evolução dessa família gênica, com a ocorrência de expansões linhagem-
específicas (HAMADA et al., 2012). 
Por muito tempo acreditou-se que os NLRs tivessem surgido nos peixes 
teleósteos e se expandido através de duplicações para o resto dos vertebrados, 
uma vez que estavam ausentes em Drosophilla sp., mas isso mudou com o 
sequenciamento do ouriço do mar Strongylocentrotus purpuratus, que revelou a 
presença de mais de 200 NLRs em seu genoma (HIBINO et al., 2006; RAST; 
MESSIER-SOLEK, 2008). Com o sequenciamento de um maior número de 
vertebrados, mais NLRs ou NLR-like foram encontrados no genoma de 
invertebrados, incluindo protostômios como revisado por Meunier e Broz (2017), 
com alguns estudos indicando que os NLRs estariam presentes no ancestral comum 
de todos os Metazoa e teriam evoluído por meio de duplicação ou evolução paralela 
nas diferentes linhagens de seres vivos. 
A necessidade de uma mediação não só da interação com micróbios 
externos como também da própria microbiota dá lugar a diferentes estratégias de 
regulação e defesa, o que se reflete na evolução de famílias gênicas de receptores 
(BUCKLEY; RAST, 2015). Em vertebrados sem mandíbula, Smith e colaboradores 
(2013) encontraram sinais de que a família dos NLRs sofreu um evento de expansão 
ao analisar o genoma da lampreia marinha Petromyzon marinus, dos 34 NLRs 
encontrados por eles, apenas três são ortólogos a NLRs de vertebrados com 
mandíbulas (NOD1/2, NLRC4 e NLRX1). Em vertebrados com mandíbula é possível 
observar diferentes números de cópias gênicas de NLRs entre as linhagens, em 
mamíferos, humanos possuem 22 NLRs e ratos possuem 34 NLRs (BUCKLEY; 
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RAST, 2015). Por outro lado, em peixes teleósteos, foi encontrada uma subfamília 
nova de NLRs que aparentemente está restrita a esses animais e possui mais de 
100 NLRs (LAING et al., 2008)  
Os NLRs são ligados à resposta imune em todos os animais, entretanto 
a complexa história evolutiva dessa família gênica também dá lugar ao surgimento 
de novas funções desligadas do desenvolvimento de uma resposta pró-inflamatória. 
Há genes desta família que estão envolvidos no processo embrionário e cujo papel, 
apesar de não completamente elucidado, é crítico para o processo de implantação 
do embrião e para seu desenvolvimento de maneira que perda ou mutações nestes 
genes ocasionam problemas de fertilidade (MURDOCH et al., 2006; PENG et al., 
2012; WU, 2009).  
Considerando a importância dos PRRs e, mais especificamente, dos 
NLRs e as características singulares da evolução dos mamíferos aquáticos que 
representam réplicas naturais do processo evolutivo, este trabalho também 
pretende analisar os genes NLRs de espécies de golfinhos e sirênios que 
conquistaram novos ambientes, elucidando a evolução dessa família gênica e 
relacionando-a com as pressões seletivas que podem estar presentes nesse 
processo de conquista. Nós comparamos duas espécies irmãs de cada gênero 
(Sotalia guianensis x Sotalia fluviatilis, e Trichechus manatus x Trichechus 
inunguis), a fim de compreender os processos de adaptação na recolonização de 
novos ambientes que ocorreram de forma independente nas linhagens 
mencionadas. Nós identificamos e anotamos desses genes e a caracterização dos 
padrões de seleção atuando sobre eles, utilizando ferramentas bioinformáticas e 
valendo-se de genomas já sequenciados pelo projeto Jovem Pesquisador. 
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1.4. Organização da dissertação  
Esta dissertação se organiza em dois capítulos, discussão e conclusão. 
O Capítulo 1 contém os resultados e a discussão referente aos genes de MHC, onde 
são feitas análises em relação à distribuição geográfica de espécies no gradiente 
latitudinal e o gene de imunidade MHC de classe II, atualmente em revisão na 
revista Immunogenetics. O Capítulo 2 contém a análise de parte da família gênica 
dos NLRs em quatro genomas sequenciados no Laboratório de Genômica 
Evolutiva. Aqui nós analisamos as pressões seletivas e a sintenia dos genes NLRs 
em mamíferos aquáticos e também exploramos a possibilidade de diferenças entre 
os ambientes marinhos e fluviais.  
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2. Objetivos 
2.1. Objetivo geral 
Investigar o modo que diferentes pressões ambientais influenciam na 
evolução do sistema imunológico por trás da repetida ocupação de novos ambientes 
por linhagens independentes. 
2.2. Objetivos específicos 
a) Analisar a divergência entre alelos dos genes de MHC de diferentes 
espécies de cetáceos em relação ao gradiente latitudinal de 
diversidade de espécies e aos hábitos migratórios delas, bem como a 
relação entre ambientes costeiros e oceânicos.  
b) Caracterizar receptores da família NLR em mamíferos aquáticos, em 
especial nos novos genomas e avaliar a sintenia ou perda de genes 
nesses animais. 
c) Analisar a evolução dos genes de imunidade no contexto de ocupação 
de novos ambientes, no caso o marinho e o fluvial. Analisando 
pressões seletivas e processos de perda ou ganho de genes  
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3. Capítulo 1: Latitudinal diversity gradient and migration: 
unusual patterns at immune genes in cetaceans 
3.1. Abstract 
Pathogen diversity is a key source of selective pressure on immune 
system genes, shaping molecular evolution mainly on widely distributed or migratory 
organisms such as cetaceans. Here, we investigated the effects of latitudinal span 
migration and pathogen-mediated selection on MHC DQB locus divergence on 
cetaceans, finding increased divergence on species that explore different types of 
habitats. We also found greater genetic divergence among temperate zones 
residents, suggesting an unusual pattern of MHC diversity in cetaceans regarding 
latitudinal distribution when compared to terrestrial species. 
 
3.2. Introduction 
Species diversity tends to diminish as latitude rises (GASTON, 2000) and 
this pattern has been suggested to apply also to pathogens as previous studies 
described latitudinal gradients on diseases and parasites, both in continental and 
marine habitats (GUERNIER; HOCHBERG; GUÉGAN, 2004; ROHDE, 2002; 
STEARNS; KOELLA, 2008).  This raises questions about the molecular dynamics of 
immune genes and the evolutionary processes behind ecological processes, more 
specifically, whether and how genetic variability of immune genes is related to the 
species’ habitat. 
Among immune genes, major histocompatibility complex (MHC) 
molecules act as a bridge between adaptive and innate immune responses, and they 
are subdivided into classes I and II. MHC molecules are extremely polymorphic and 
are reported to be under balancing selection, reflecting a diverse repertoire, which 
is necessary to fight incoming pathogens (EDWARDS; HEDRICK, 1998). Recently, 
variability patterns have been investigated in migratory or widely distributed species, 
showing more variability in residents of Tropical regions (O’CONNOR et al., 2018).  
Cetaceans are aquatic mammals that are widely distributed, with 
cosmopolitan and migratory species (PERRIN, 2009). The variability patterns of 
MHC Class II DQB1 allele in cetaceans are still uncertain. For example, many allele 
copies and variation within them was reported in humpback whale by Baker et al. 
(2006), while fin whales display little variability at this allele (NIGENDA-MORALES 
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et al., 2007; TROWSDALE; GROVES; ARNASON, 1989). Further, it is suggested 
that different regimes of selection among cetaceans may be a consequence of 
different habitats (VILLANUEVA-NORIEGA; BAKER; MEDRANO-GONZÁLEZ, 
2013). In this context, to better understand the relationship between immunity genes, 
latitude span and migration of MHC in these species and marine habitats we 
analyzed possible pathogen-mediated evolution acting on the variability of MHC 
DQB locus in cetaceans, and related selection patterns to their habitats and 
migration habits. 
 
3.3. Methods 
Data collection 
DQB sequences from 17 cetacean species were retrieved from GenBank 
(SAYERS et al., 2019), from genomes available at NCBI (NCBI, 2016) and our own 
(not published) using BLAST (ALTSCHUL 1990). The Pontoporia blainvillei 
sequence labelled as “Pobl_1” was obtained using the primers DQBF (5′-
CTGGTAGTTGTGTCTGCACAC) and DQBR (5′-CATGTGCTACTTCACCAACGG) 
described by Murray et al. (1995). PCR reaction was carried out in a total volume of 
25μls in which there were: 15,3μl of Milli-Q water, 5μl Buffer SxGotaq, 0,5μl of each 
primer, 0,5μl de DNTP, 0,5μl de Taq polymerase e 3μl of DNA. Thermal cycle was 
accomplished at an initial process of denaturation at 95°C for 5 minutes, followed by 
30 cycles of 95°C for 30 seconds, 58°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds and 
a final extension of 72°C por 8 minutes. PCR product was visualized on agarose gel 
of 1.5x concentration, sanger sequencing was carried out on 3730XL Applied 
Biosystems and reads were assembled using Geneious 2019.1.3 
(https://www.geneious.com). In total, 12 species from tropical and temperate marine 
waters were analyzed. 
 
Ecological habits 
Sequences were divided into the following categories: (i) tropical 
residents, (ii) temperate residents, (iii) migratory between temperate and tropical 
areas, (iv) coastal habits, (v) off-shore habits, (vi) alternation between off-shore and 
coastal habits. Species location was defined by the local of collection when it was 
informed and, when not available, to geographic known range of distribution 
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(PERRIN, 2009; JEFFERSON; WEBBER; PITMAN, 2011; THE ANIMAL 
DIVERSITY WEB, 2019; IUCN, 2019). Among these species there were two highly 
migratory, Balaenoptera musculus and Megaptera novaeangliae that transition 
between marine temperate and tropical waters for breeding and feeding. Although 
Balaenoptera physalus is migratory, the sequences used in this study came from a 
resident population in the Gulf of California as stated by Nigenda-Morales et al. 
(2007). 
 
Phylogenetics and variability analysis 
Sequences were aligned using MAFFT server v. 7 (KATOH; STANDLEY, 
2013) and treated with Gblocks v. 0.91b (CASTRESANA, 2000). dentical sequences 
on nucleotide level in the same population were excluded from the final dataset. After 
alignment we used IQ-TREE v. 1.7.10 (NGUYEN, 2014) to generate a maximum 
likelihood tree implementing the --tbe function as specified by LEMOINE et al. 2018. 
Allele Maximum Composite Likelihood distance was measured using MEGA v. 
7(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) where the mean p-distance of one 
allele  from the others in the same category was calculated. Wu-Kabat statistics were 
generated with PVS web server (DÍEZ-RIVERO; RECHE, 2009; GARCIA-
BORONAT et al., 2008). All graphics were made with ggplot2 v3.0.0 package 
(WICKHAM, 2016) and ggpubr v. 0.2.999(CRAN R PROJECT, 2018) on R v. 3.5.1 
language (R PROJECT, 2018). 
For statistical analysis controlling for phylogenetic factors we used the R 
package MCMCglmm (HADFIELD, 2010). For modeling divergence on PBR p-
distance we used a gaussian distribution, we used species phylogeny as a random 
effect, we ran our models through 1500 species trees to account for phylogenetic 
uncertainty. Values were considered significant if credible intervals did not span zero 
and if pMCMC was below 0.05. 
 
3.4. Results and Discussion 
In total, we retrieved 155 sequences available in public databases, 
including 17 cetacean species with different latitudinal ranges and migration habits. 
We categorized cetaceans in groups (Table S1) and hypothesized that species 
residing in tropical waters would have the greatest variability in MHC DQB 
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sequences, a similar pattern observed in birds from tropical areas (O’CONNOR et 
al, 2018). 
The maximum likelihood tree recovered no monophyletic group and 
pointed to identical alleles among distantly related species as shown in previous 
studies (XU et al, 2008; XU et al, 2009) (Figure 1). These similarities have been 
attributed either to trans-species evolution (i.e., identical alleles appear before 
species divergence and are maintained through balancing selection) or convergent 
evolution (i.e., similarities arise from common environments rather than ancestry) 
(YEAGER; HUGHES, 1999; KLEIN, 1987; LENZ, 2013). In this study, some species 
sequences (Stenella coeruleoalba and Tursiops aduncus, Figure 1. alleles labeled 
Stco_4 and Tuad_1) are identical, suggesting convergent evolution, as our 
sequences contain PBR (peptide-binding-sites, ie, the sites prone to pathogen-
mediated selection, Figure S1) and both share the same habitat. Nevertheless, the 
tree also shows clustering among species that do not share similar habitats, such as 
S. coeruleoalba, T. aduncus and Pontoporia blainvillei (Figure 1. alleles labeled 
Stco_2, Pobl_1, Pobl_2 and Tuad_4 are identical), suggesting the presence of trans-
species alleles. Both trans-species and convergent evolution have been reported on 
immunity genes: trans-species alleles have been observed in chimpanzees and 
humans in MHC class I alleles, whereas convergent evolution has been observed in 
MHC class II alleles from platyrrhine and catarrhine primates’ infra-orders (MAYER 
et al, 1988; KREINER et al, 2000). We cannot rule out the prevalence of convergent 
evolution or trans-species alleles, as more analyses are necessary and are beyond 
our scope 
We observed greater MHC divergence in the PBR region (as defined on 
Morello-Santillan, 2016)  on alleles in temperate residents using p-distance (Figure 
2A). This result is unexpected since species diversity and pathogen pressure tend 
to be greater in low latitudes in terrestrial animals (ROHDE, 2002; O’CONNOR et 
al., 2018; PONTARP et al., 2019; ROBAR; BURNESS; MURRAY et al., 2010). 
However, recent findings showed a bimodal pattern of latitudinal species richness 
for marine animals with low values at the Equator and higher values in the Northern 
Hemisphere (CHAUDHARY; SAEEDI; COSTELLO, 2016). In addition, Rabosky et 
al. (2018) showed that fish rate of speciation rises congruently with the latitude, 
which may enable more diversity in parasites as they may speciate alongside hosts 
in an event of adaptive radiation and host availability (PRICE, 1977). Furthermore, 
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inverse latitudinal gradient of parasite richness has been reported previously in 
marine snails (TORCHIN; MIURA; HECHINGER, 2015) 
PBR p-distance was also analyzed comparing coastal and offshore 
habitats. Although contact with pathogens in coastal environments is aggravated by 
anthropogenic activity, which increases the flux of pathogens such as bacteria or 
protozoa from land to sea (MILLER et al., 2008; MILLER et al., 2010), we found no 
significant difference between offshore and coastal species (Figure 2B Offshore vs 
Coastal PM:-0.01018648 CI: -0.03769462, 0.02033208  pMCMC: 0.696, Table S2). 
Different pressures could explain these similar results, while human-related increase 
of pathogen flux may be present in coastal environments, oceanic environment may 
offer large scale epizootics, such as morbilliviruses epizootics that cause a high 
number of deaths among cetaceans populations (VAN BRESSEM et al., 2009). 
Furthermore, changes of ocean currents by El Niño and ship traffic may contribute 
as sources of dispersion of pathogens (HARVELL, 1999).  
We also analyzed how latitudinal migration correlates to MHC DQB 
divergence (Figure 2A). We found that individuals who migrate large latitudinal 
distances exhibited the lowest divergence when compared to temperate residents, 
but they were more similar to tropical residents (Temperate vs Migratory PM:-
0.1076668, CI:-0.197725, -0.02855597 pMCMC: 0.014; Tropical vs Migratory PM:-
0.06755935  CI:-0.1415791, 0.03042145 pMCMC: 0.152, Table S2). One possible 
explanation for this pattern is that migrating animals face a dilemma: while they may 
be exposed to a greater diversity of pathogens because they change habitats 
(MØLLER; ERRITZØE 1998; FIGUEROLA; GREEN, 2000;), a strong immune 
response can be harmful and must be balanced with other costs of migration 
(KLASING, 2004; ALTIZER; BARTEL; HAN, 2011). In this context, our results 
support the idea that trade-offs between response and exposure may lead to a 
diminished variability in immunity genes in migratory animals. This pattern was also 
found for birds in a recent study for MHC class I genes (O’CONNOR et al., 2018). 
We observed lower divergence in individuals who alternate between 
coastal and offshore habitats, however there was no difference between either 
alternating individuals and offshore or coastal individuals (Figure 2B, Table S2) 
Taking together our analyses suggest that pathogens-mediated evolution 
may be responsible for differences found in this study. Migratory habits could be 
related to pathogen escape as mentioned earlier, resulting in a reduced exposure to 
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infection sources, as changing environments may break transmission chains. It is 
also possible that sick animals become unable to complete the migration, which 
would diminish the risk of infection of surviving individuals (ALTIZER; BARTEL; HAN, 
2011; HANSSON; AKESSON; AKESSON, 2014). 
As we have more than one individual per species and there may be 
influence of phylogenetic relationship on the MHC genes we fitted the tree species 
as a random effect in both  divergence analyses, finding that there is was some 
influence of variance between species (Table S2, Random effects, column H²), for 
instance we observed that an extensive sampling of 233  on Delphinapterus leucas 
individuals done by Murray et al. (1995) found only five alleles and, on the other 
hand, a sampling in 80  individuals of Balaenoptera musculus by Moreno-Santíllan 
(2016) found 22 different alleles. There are also more studies in Odontoceti than in 
Mysticeti suborder (table S1), therefore, systemized sampling will certainly improve 
further research on this subject. 
Overall, our results showed higher allele divergence in MHC for 
cetaceans from temperate zones compared to tropical zones, suggesting different 
patterns of latitudinal diversity when compared to terrestrial organisms, in which the 
opposite occurs. More sequences and research on actual distribution of aquatic 
pathogens are needed to provide a better picture, especially in marine species. In 
this context, populational studies may be useful to determine the role of group in 
diseases transmission and pathogen selection. Moreover, a better mapping of 
pathogen diversity in oceans will contribute to create better conservational policies 
as well uncover ecological dynamics that differ from land environments. 
 
 
 
28 
 
 
 
Figure 1. Species tree (left) and Maximum Likelihood tree of nucleotides of all 
sequences used, colored regarding tbe estimations 
 
 
Figure 2.  
MHC Class II DQB PBR p-distance regarding location. a) Aanimals that migrate 
between both regions (in blue), temperate resident animals (in orange) and tropical 
resident animals (in green). b) Animals that alternate (in blue), animals that are 
coastal (in orange) and animals that are oceanic (in green). For pMCMC values, see 
Table S2.  
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 3.5. Supplementary information 
 
 
Figure S1. Wu-Kabat plot. Variability found in the DQB gene alignment, grey bars 
indicate putative PBR sites, numbers indicate the number of the site in the alignment 
of by Moreno-Santillán et al. (2016). 
 
 
Table S1 on Apêndice I 
 
Table S2  - BPMM analysis of MHC divergense using species phylogeny 
Model Fixed effects Posterior mode (CI) pMCMC 
P-dist~ Migratory 0.3381473 (0.2199015, 0.4264455 <0.001 
Zone Temperate 0.4431707 (0.3585677, 0.5295761) <0.001 
 Tropical 0.3810314 (0.2941502, 0.4746457) <0.001 
 Tropical vs Temperate 
-0.04722643 (-0.0713438, -
0.02482814) <0.001 
 Migratory vs Temperate 
-0.1076668 (-0.197725, -
0.02855597) 0.014 
 Migratory vs Tropical 
-0.06755935 (-0.1415791, 
0.03042145) 0.152 
 Random effects Posterior mode (CI) H²(CI) 
 Phylogenetic variance 
0.0002876035 (0.0001018717, 
0.0007234287) 
0.09012504(0.031411, 
0.2028446) 
 Species variance 
0.0003527209 (0.0001557184, 
0.0022878114) 
0.2110048(0.06976215, 
0.4880747) 
 Residual variance 
0.0019604162 (0.0016970888, 
0.0027089987)  
P-dist~ Fixed effects Posterior mode (CI) pMCMC 
Biome Alternates 0.3691781 (0.2728562, 0.4736391) <0.001 
 Coastal 0.4365691 (0.3532771, 0.5267700) <0.001 
 Offshore 0.4368442 (0.3402319, 0.5250785) <0.001 
 Offshore vs Coastal 
-0.01018648 (-0.03769462, 
0.02033208) 0.696 
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 Alternates vs Coastal 
-0.06692645 (-0.1421269, 
0.01041962) 0.094 
 Alternates vs Offshore 
-0.05522727(-0.1384475, 
0.02201802) 0.142 
    
 Random effects Posterior mode (CI) H²(CI) 
 Phylogenetic variance 
0.0002632314 (0.0001120678, 
0.0007716248) 
0.09570841(0.03555533, 
0.2086095) 
 Species variance 
0.0004840817 (0.0001338514, 
0.0021257776) 
0.1894032(0.0729417, 
0.4753146) 
 Residual variance 
0.0021029031 (0.0016205962, 
0.0026089914)  
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4. Capítulo 2: NLRs across aquatic mammals evolution 
4.1. Abstract 
The NOD-Like-Receptors (NLRs) family is a wide distributed gene family 
that participates on immune response detecting intracellular PAMPs (Pathogen-
associated molecular patterns) and DAMPs (Damage-associated molecular 
patterns). In addition, some of the members of this gene family also play a role in 
embryonic processes. Environmental differences may challenge the immunity 
response, given to different pathogens being present. In the light of that, aquatic 
mammals provide an opportunity to analyze different selective pressures in aquatic 
habitats, as they independently colonized marine and freshwater environments. 
Here we analyze the evolution of part of this gene family in cetaceans and sirenians, 
comparing land to water and marine and freshwater differences on selective 
pressures acting on NLRs receptors involved in pro-inflammatory immune response 
and analyze synteny of such NLRs and NLRs in tandem. We find signs of intensified 
selection in aquatic mammals and specifically in freshwater lineages, moreover, we 
detect consistent gene loss of NLRP genes on aquatic mammals. This study 
provides insight on freshwater and marine habitats differences and a comprehensive 
study on NLRs and their organization on cetaceans and sirenians’ genomes. 
 
4.2. Introduction 
The Pattern Recognition Receptors (PRR’s) are the main receptors in the 
innate immune response. PRRs allow the detection of conserved pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns 
(DAMPs) (ABBAS et al., 2018). Among the receptors involved in innate immune 
response, NLRs (Nod-like receptors) are a family of intracellular receptors conserved 
across animals and plants (LANGE et al., 2011; MAEKAWA et al., 2012). The typical 
structure of these receptors is a central NACHT domain, a N-terminal effector 
domain (BIR, PYD or CARD) and a sensing C-terminal domain of Leucine Rich 
Repeats (LRRs). Once activated by pathogenic ligands or cellular damage, these 
receptors respond by either forming inflammasomes or activating downstream 
pathways to stimulate immune response. In addition, NLRPs located in tandem in 
human genome have been shown to play key roles in embryonic development (WU, 
2009; PENG et al., 2012). 
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On the genes involved in pro-inflammatory responses there are NLRs that 
upon activation form inflammasomes (e.g. NLRP3 and NAIP/NLRC4 complex) and 
NLRs that do not (e.g. NOD1 and NOD2). NLRP3 belongs to NLRP family as it 
possesses a PYD domain (HANSEN; VOJTECH; LAING, 2011), it assembles a 
inflammasome when activated and responds to a series of stimulus, ranging from 
ROS and K+ efflux to non-canonical pathways (and therefore, poorly understood) 
related to bacteria or viral compounds and can lead either to expression of 
inflammatory cytokines IL-1ꞵ and IL-18 or to cell death via pyroptosis as reviewed in 
Jo et al. (2016). NAIP/NLRC4 complex also forms an inflammasome that plays a key 
role in fighting bacteria with type III secretion system. NAIP acts as a receptor for 
type III system ligands and then binds NLRC4 which in turn recruits and activates 
CASP1, leading to neutrophils recruitment or pyroptosis, as reviewed by Vance 
(2015). NOD1 and NOD2 are NLRs from the NLRC family, as they possess a card 
domain, and are suspected to directly bind to bacterial compounds g-D-glutamyl-
meso-diaminopimelic acid (iE-DAP) and muramyl dipeptide (MDP) respectively, but 
which domain mediates this binding remains elusive. Both NOD1 and NOD2 activate 
the NF-𝜅B (a family of transcriptional factors), which in turn increases the production 
of pro-inflammatory cytokines and other molecules associated with inflammation as 
reviewed in Caruso et al. (2014). 
The NLR genes in tandem on the human genome are known to play 
important roles in embryogenesis or play a role in downregulation of immune 
response. Lack of NLRP5 in rhesus macaque has been shown to block embryonic 
development and implicates in infertility (WU, 2009), lack of NLRP2 in mice also 
leads to early embryonic arrest, while NLRP7 - that supposedly arose via duplication 
from NLRP2 in humans - mutations imply in implantation failure (MURDOCH et al., 
2006; PENG et al., 2012). 
Different regimes of selection can take place in different habitats, for 
example, mammals have a history of radiation into new habitats and different 
pathogen pressures have been detected in terrestrial, aquatic and “aerial” (bats) 
mammals regarding innate immune genes (TIAN et al., 2018). Cetaceans are a 
clade originated from a terrestrial ancestor approximately 50 million years ago that 
had suffered a series of selective pressures related to life in water (THEWISSEN et 
al., 2009), including selection in innate immunity genes, such as TLRs (SHEN et al., 
2012; ISHENGOMA; AGABA, 2017; XU et al., 2019). Moreover, besides the 
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transition from land to water, cetaceans have independently colonized freshwater 
habitats in a secondary radiation, in which new environmental challenges were 
present (HAMILTON et al. 2001; FLORES et al. 2018), including pathogens. 
Simultaneously to cetaceans, sirenians are another mammalian clade that has 
transitioned to aquatic habitats. The family Trichehidae appears to have emerged in 
the eocene and subfamily Trichechinae seems to have expanded from South 
America to North America and Africa (BERTA; SUMICH; KOVACS, 2015). As of 
today, members of this family can be found in marine and fluvial habitats 
(DOMNING, 2018). 
Aquatic mammals, therefore, present an interesting evolutionary story 
that may provide insights on the evolution of innate immune system. Accordingly, 
here, we provide an evolutionary analysis of NLR receptors on four aquatic species, 
the dolphins Sotalia guianensis and Sotalia fluviatilis, and the manatees Trichechus 
inunguis and Trichechus manatus. We focused on inflammasome forming NLRP3 
receptor and NOD1 and NOD2 NF-𝜅B activating receptors as they are directly 
involved in sensing DAMPs and PAMPs (ANAND; MALIREDDI; KANNEGANTI, 
2011; CARUSO et al., 2014). NAIP and NLRC4 and NLRs that are found in tandem 
in human genome were also analyzed. 
 
4.3. Methods 
Genome sequencing 
The genomes from Sotalia guianensis, Sotalia fluviatilis, Trichechus 
manatus and Trichechus inunguis were sequenced in Hi-Seq 2500 (Illumina) by 
Macrogen. Trichechus manatus genome was re-sequenced and the other three 
genomes were sequenced de novo. DNA samples derived from tissues of the four 
species, collected and preserved in 70% alcohol. Extraction was carried out with 
commercial extraction kits. We conducted both paired-end and mate pair 
approaches. Paired-end and mate-pair libraries were constructed with Truseq PCR-
free 350bp kit and Nextera mate pair kit respectively. We achieved coverage of 395X 
for S.guianensis, 258X for S.fluviatilis, 187X for T.inunguis and 46X for Trichechus 
manatus. 
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Genome assembly 
Assembly of the genomes was carried out by Life Sciences Core Facility 
(LaCTAD) from State University of Campinas (UNICAMP). Quality control was made 
with FASTQC (BABRAHAM BIOINFORMATICS, 2019) and low quality reads were 
trimmed with Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL,2014). Next, mate-paired 
reads were processed by NXTRIM (O’CONNELL et al., 2015) software in order to 
remove adapter sequences. The following pipeline was applied for all genomes: (i) 
contigs were mounted using paired-end reads using DISCOVAR (BROAD 
INSTITUTE, 2019) (ii) contigs were corrected using the software Pilon (WALKER et 
al., 2014). (iii) for scaffolding process, trimmed mate-pair reads were used on the 
contigs with BESST (SAHLIN, et al., 2014).  
 
NLR annotation and phylogenetic reconstructions  
The NLRs of interest were selected by their role on pro-inflammatory 
immune response or if they were in tandem in the human genome as a reference.  
Exons from each NLR from the available closest species were retrieved from 
ENSEMBL database. When a NLR was absent or incomplete in the closest species, 
human sequence was used. Then, these exons were blasted against our four 
genomes with blastn. A python code was used to extract the scaffolds. The regions 
of the scaffolds where the NLRs were potentially present were scanned using 
Genscan (BURGE;KARLIN, 1997) in order to predict coding sequences (CDS) and 
annotated using Geneious R10 (https://www.geneious.com). CDS were analyzed by 
Conserved Domain Database in order to detect if core domains of NLRs receptors 
were present. Then, our detected CDS were aligned with CDS from GenBank and 
ENSEMBL (accession numbers in Apêndice II) using MACSE codon-wise aligner 
(RANWEZ et al. 2011, 2018). Receptors that lacked one core domain were marked 
as possible pseudogenes.  
Maximum Likelihood trees were generated using IQTree web server 
(NGUYEN et al., 2014; TRIFINOPOULOS et al., 2016), with ultrafast bootstrap 
approximation with 1000 replicates(HOANG, 2017) and substitution models were 
selected by ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al., 2017), TPM3+F+G4 for 
NOD1, TIM3+F+G4 for NOD2 and TIM3+F+I+G4 for NLRP3. 
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Selection analyses 
Selection analyses were conducted only on receptors mainly related to 
pro-inflammatory responses, suspected pseudogenes were excluded. We used 
CODEML from PAML package (YANG, 2007) nested models M1a (neutral) vs M2a 
(selection) and M7 (neutral) vs M8 (selection) (NIELSEN; YANG, 1998; YANG et 
al.,2000) to evaluate positive selection on sites. Significance was determined by LRT 
test evaluated against a Chi-square distribution considering corresponding degrees 
of freedom, if significant difference (p<0.05) was found, then BEB (YANG; WONG; 
NIELSEN, 2005) estimation of positive selected sites were made, with a cutoff of 
PP>0.95. Moreover, M8 and M8a comparison was made using Godon program, 
significance was determined as described previously for PAML (DAVYDOV; 
SALAMIN; ROBINSON et al., 2019). 
From Hyphy (POND; MUSE, 2005) in Datamonkey web server (WEAVER 
et al., 2018) we used FUBAR (MURREL et al., 2013), a Bayesian approach using 
Markov chain Monte Carlo (MCMC) routine to infer positive and negative selected 
sites. For branch-models, we used BUSTED (MURREL et al., 2015), a gene-wide 
test to infer whether a gene has experienced positive selection in at least one site in 
a proportion of branches; aBSREL (KOSAKOVSKY POND et al., 2011; SMITH et 
al., 2015) to infer positively selected branches and RELAX (WERTHEIM et al., 2014) 
to analyze intensified selection or relaxation on a set of branches identified by a k 
value, where k<1 means relaxation and k>1 means intensification. For FUBAR, a 
site was considered positive selected if PP>0.95, for BUSTED, ABSREL and RELAX 
if p<0.05. For RELAX analysis, two runs were made, one where fluvial species were 
labelled as foreground branches and one where all aquatic species were labelled as 
foreground branches. 
 
Synteny analysis 
Synteny was asserted using Genscan prediction on adjacent regions from 
where the NLR was detected, only coding genes were considered, the structure of 
the four species genomes were compared to human, an Artiodactyla representative 
and elephant genomes from ENSEMBL 
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4.4. Results 
NLR annotation: Gene loss and pseudogenization 
We divided NLRs in two categories: (i) five NLRs involved in pro-
inflammatory responses: NAIP, NLRC4, NOD1, NOD2 and NLRP3; (ii) NLRs present 
in tandem on human chromosome 19: NLRP12, NLRP2, NLRP7, NLRP4, NLRP9, 
NLRP11, NLRP13, NLRP8 and NLRP5. In tandem receptors showed signs of gene 
loss as NLRP12, NLRP4 and NLRP11 were not found in either Sotalia fluviatilis or 
Sotalia guianensis, NLRP5 was pseudogenized in both Sotalia species while a 
fragment of NLRP13 LRR domain was found in both (Figure 1). A protein with 
characteristics of NLRP2 and NLRP7 was found in both dolphins, however, it was 
ambiguous to which of these genes it belongs, this protein is a pseudogene as it 
lacks LRRs domains. For sirenians, both Trichechus seem to lack NLRP13 and 
NLRP8 genes, while Trichechus inunguis exhibited only a NACHT domain for 
NLRP5. NLRP9 was found in all four genomes, NLRP8 was restricted to Sotalia 
fluviatilis and Sotalia guianensis, NLRP11 and functional NLRP2 were only present 
on Trichechus manatus and Trichechus inunguis, only Trichechus manatus 
exhibited a complete NLRP5 gene (Figure 1). From pro-inflammatory involved 
receptors: NOD1, NOD2 and NLRP3 were complete in all four genomes, NLRC4 
was complete only in Trichechus manatus and NAIP receptors were complete in 
Sotalia fluviatilis and Sotalia guianensis, being absent in Trichechus manatus and 
Trichechus inunguis (Figure 2). 
 
Selection analyses 
From site models, FUBAR did not detect any positive selected sites above 
probability cut-off (p>0.95), however it detected sites under purifying selection for all 
three genes, some falling on NACHT and effector domains: 418 sites for NOD1, 485 
sites for NOD2 and 600 sites on NLRP3. PAML models M8 (selection) and M2 
(Selection) fitted data better than their respective nested models, however, neither 
detected sites above probability cut-off (p>0,95) (Table 1). Godon showed significant 
results to positive selection only for NOD2, it also detected one codon under positive 
selection, 541 (Table2). BUSTED pointed selection occurring in at least one site in 
at least one branch for all three genes- NOD1, NOD2 and NLRP3 - ABSREL pointed 
to branches evolving under positive selection in one species for all genes at p<0.05: 
Neophocaena asiaorientalis asiaorentalis for NOD1, Trichechus manatus and 
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Trichechus inunguis for NOD2 and Sotalia guianensis for NLRP3. For RELAX, all 
analyses pointed to intensified selection on aquatic mammals on all PRR examined, 
K = 4.60 (p = 0.000, LR = 86.40) for NLRP3, K=13.91 (p = 0.017, LRT = 5.73) for 
NOD1, K= 9.88 (p = 0.000, LRT = 127.41) for NOD2. When comparing marine and 
freshwater habitats, only NOD1 presented signs of intensification, K= 4.20 (p = 
0.000, LR = 13.41), while NLRP3 showed signs of relaxation, K = 0.56 (p = 0.008, 
LRT = 6.93). 
 
Table 1. Likelihood analysis of PAML site-model. Abbreviations: likelihood value 
(lnL), degrees of freedom (df), likelihood ratio test (LRT) and the p values 
 
PAML Site-Model 
Gene Model lnL LRT df p Codon under 
positive selection 
(p>0,95) 
NOD1 M1 -18927.835470 — — — — 
M2 -18927.835469 0 2 1 — 
M7 -18899.896403 — — — — 
M8 -18895.637096 8.519 2 0.014 none 
NOD2 M1 -25456.599440 — — — — 
M2 -25456.599439 0 2 1 — 
M7 -25398.591439 — — — — 
M8 -25389.275862 18.631 2 0.0 none 
NLRP3 M1 -23090.658961 — — — — 
M2 -23090.658961 0 2 1 — 
M7 -23010.324925 — — — — 
M8 -23007.271861 6.106 2 0.047 none 
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Table 2. Godon maximum likelihood analysis of nested models M8a and M8. 
Abbreviations: likelihood value (lnL), degrees of freedom (df), likelihood ratio test 
(LRT) and the p values 
 
Godon 
Gene Model Lnl LRT df p Codon under 
selection 
(p>0.95) 
NOD1 M8a -18890.672771 — — — — 
M8 -18889.149602 3.046 1 0.081 — 
NOD2 M8a -25419.554127 — — — — 
M8 -25416.893336 5.322 1 0.021 541 
NLRP3 M8a -22947.991507 — — — — 
M8 -22946.250642 3.482 1 0.062 — 
 
Synteny 
Synteny is demonstrated in Figure 1 and Figure 2, for both in tandem and 
not-in tandem genes. We observed that flanking genes are partially preserved along 
lineages, although there have been inversions and few are lacking. In Odontoceti, 
NLRP9 seems to be on the positive strand in Tursiops truncatus and on the negative 
strand in Sotalia species, however, there is no information on Ensembl database on 
flanking genes for Tursiops truncatus and NLRP9 is on the edge of the scaffold in 
Sotalia fluviatilis, then it is not possible to estimate whether the inversion is limited 
to Sotalia species. Also on Odontoceti, NLRP8 seems to be on the positive strand 
on Tursiops truncatus and on the negative strand on both Sotalia species, here we 
observed one of the flanking genes also on the negative strand on both Sotalia 
species therefore it is probable that this region is fully on the negative strand. In 
Trichechus species we observed that in Trichechus manatus NLRP5, NLRP4, 
NLRP11, NLRP9 and NLRP2 as well as they flanking genes appear to be on the 
opposite sense of how they appear in Trichechus inunguis and Loxodonta africana 
(Figure 1). On genes that are not in tandem, we observe opposites senses on at 
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least one of the four new genomes analyzed or lack of conservation on flanking 
genes when compared to the rest of the tree for Trichechus manatus NLRC4, on 
Sotalia species’ NAIP(one gene), on Trichechus species’ and Sotalia guianensis’ 
NOD1 and on Trichechus species’ NLRP3 (Figure 2).  
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Phylogenetic analysis 
NLRP3, NOD1 and NOD2 gene phylogenies (Figures 3, 4 and 5) retrieved 
phylogenies similar to species phylogeny with high ultrafast bootstrap support, the 
major deviation is the location of Equus sp. in NOD1 tree (Figure 4) as it is placed 
as an outgroup to Loxodonta africana and Trichechus sp. clade. Cetaceans appear 
as a monophyletic group in all three genes phylogenies, with cattle as outgroup. 
Sirenians are also monophyletic with Loxodonta africana as outgroup. Aquatic 
mammals show short branch lengths, reflecting low mutation accumulation. 
 
 
Figure 3. Phylogenetic reconstruction retrieved by maximum likelihood method of 
NLRP3 genes Ultrafast bootstrap support values displayed. 
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Figure 4. Phylogenetic reconstruction retrieved by maximum likelihood method of 
NOD1 genes Ultrafast bootstrap support values displayed. 
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Figure 5. Phylogenetic reconstruction retrieved by maximum likelihood method of 
NOD2 genes Ultrafast bootstrap support values displayed. 
 
4.5. Discussion 
Here we provided an analysis of NLRs in cetaceans and sirenians 
regarding their prevalence, synteny and selective pressures. Genes directly involved 
in sensing pathogens, NLRP3, NOD1 and NOD2 are present in all species, however, 
NLRC4 seems to lack an LRR domain in Sotalia fluviatilis, Sotalia guianensis and 
Trichechus inunguis, however it is present in Trichechus manatus, which in turn does 
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not have a complete NAIP receptor (Figure 2, Table S1 for expected domains). On 
the other hand, both Sotalia seem to have complete NAIP receptors. This suggests 
that NAIP/NLRC4 inflammasomes have impaired functioning in both Sotalia and 
Trichechus inunguis, once the correct oligomerization is necessary for the immune 
response (ZHAO et al., 2011), which could represent vulnerability to bacterial 
infections. Lack of these receptors has also been reported for pigs, and it was 
suggested that other receptors that are redundant for Type III secretion system 
detection may compensate this deficiency (SAKUMA et al. 2017). One of these 
receptors, TLR5, has been reported to be under positive selection in mammals, 
including cetaceans (AREAL; ABRANTES; ESTEVES, 2011; ISHENGOMA; 
AGABA, 2017; PINHEIRO et al., 2019). In addition, loss of genes related to immunity 
have been reported in cetaceans previously (HUELSMANN et al., 2019). 
Nevertheless, the absence of a complete NLRC4 may be product of incomplete 
assembly, as Tursiops truncatus, Neophocaena asiaorientalis asiaorientalis and 
Globicephala melas have a complete (and thus estimated to be functional) 
sequence. These genes trees also largely reconstructed species tree (Figures 3 and 
5) , with the exception of NOD1 tree, that recovered horses more closely related to 
the manatee than to Artiodactyla with low support, which disagrees with the most 
recent phylogeny (UPHAM; ESSESLSTYN; JETZ, 2019) (Figure 4).    
Regarding NLRs that are in tandem in human genome, cetaceans 
underwent a process of pseudogenization as there are several NLRPs from the in 
tandem region that lack core domains (Figure 1, Table S1). Previous studies have 
pointed that NLRP8 and NLRP13 were lost independently in mouse, marmoset and 
elephant (DUÉÑEZ-GUZMÁN; HAIG, 2014). Consistently, we did not find these 
genes in Trichechus manatus or Trichechus inunguis which suggests that these 
genes were lost in the last common ancestor between elephants and manatees. 
Regarding cetaceans we did not find complete NLRP13 in both Sotalia where blast 
hits pointed towards single LRRs domains or inverted fragments. 
The genes NLRP2, NLRP4, NLRP5, NLRP11 and NLRP13 are either 
completely absent (no blast hits) or potentially pseudogenized (lack of one or more 
core domain) in Sotalia species, while this absence could indicate that cetaceans 
have compensated these genes functions by unknown means, future assemblies 
may reconstruct missing genes (NLRP4 and NLRP13). Synteny was conserved for 
all genes, though there seems that chromosomal inversion events took place in 
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Trichechus manatus (Figure 1). For Trichechus species we observed that NLRP5 is 
absent in T. inunguis, however, given the position of NLRP4 in the current assembly 
(on the edge of a scaffold) it is possible that future assembly may recover this gene. 
Another explanation for gene loss could be that, while duplication of NLRP4 gene in 
mice (TIAN; PASCAL; MONGET, 2009) has been associated with duplication 
of olfactory vomeronasal receptors in mice as they are close in the genome, loss of 
NLRP4 and nearby NLR genes in cetaceans could be associated with the loss of 
several olfactory receptors (including vomeronasal receptors) suffered by the clade 
(KISHIDA et al., 2015). Finally, cetaceans seem to have lost NLRP12, which usually 
plays a role in downregulation of immune response (ALLEN et al., 2012). 
Selection analyses were conducted for complete genes engaged in pro-
inflammatory response, namely NLRP3, NOD1 and NOD2. In our selection 
analyses, branch models detected signs of positive selection, both BUSTED and 
aBSREL identified at least one branch under positive selection (p<0,05). Moreover, 
intensified selection was detected for aquatic mammals on all genes by RELAX. 
Further, RELAX also identified signs of differences between freshwater and marine 
environments regarding selective pressures: intensification of selection for NOD1 
and relaxation on NLRP3. This suggests that bacterial pathogens offer challenges 
in freshwater systems, as NLRP3 recognizes mainly DAMPs.  
On the other hand, there were no sites confirmed by two or more 
programs as site models detected only one site above probability cut-off (Godon, 
Table 2) or did not find any positively selected site above probability cutoff (FUBAR 
and PAML). These results combined point that selection is present in aquatic 
environments and it agrees with previously reported positive selection on other 
PRRs genes (SHEN et al.,2012), although it was not possible to determine positively 
selected sites. This difficulty of detecting specific sites under positive selection could 
be due challenging gene prediction that NLRs pose, as they are complex genes with 
many exons, LRR domains could be poorly modeled. Another explanation could be 
that site models are not sensitive enough for identification of few sites on the LRR 
domains and that M8a vs M8 comparison by Godon was less restrictive than models 
implemented by PAML and FUBAR. 
The NLRs family of genes has a diverse set of functions, it is involved in 
both reproduction and immunity. Our findings suggest that some NLRs have been 
lost in aquatic mammals, representing a change in immunity in these mammals that 
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could be related to habitat changes. We also show that there are events of gene loss 
on in tandem NLRs. Finally, we also showed that selective pressures have been 
present on immune genes throughout cetacean and sirenian evolution, including in 
changes between freshwater and marine habitats. Further analysis of more 
cetaceans and manatees’ sequences will lead to a better understanding of innate 
immunity functioning and the dynamics of molecular evolution in groups that 
transitioned between different habitats.  
 
4.6. Supplementary information 
Table S1. Core domains expected for each NLR. Domains are represented as 
symbols, Card domains are circles, PYD is represented by a pentagon, BIR by 
triangles and oval shaped domain stands for uncharacterized card. Rectangles and 
diamonds represent NACHT and LRRs respectively.  
 
Gene(s) Expected domains 
NOD1 and NLRC4 
 
NOD2 
 
NLRC3 
  
NLRPs 
  
NAIPs 
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5. Discussão 
Aqui apresentamos duas análises da evolução do sistema imune em 
mamíferos aquáticos, buscando elucidar como a variabilidade se organiza e qual a 
dinâmica de perda ou ganho de genes relacionados a esse sistema durante a 
evolução de dois grupos que ocuparam diferentes habitats. Como mencionado 
anteriormente, o sistema imunológico está sujeito a pressões que podem estar 
relacionadas com o ambiente em que o indivíduo se encontra. No Capítulo 1, 
contrariando a suposição inicial de que a variabilidade entre os MHCs dos indivíduos 
estaria distribuída em relação a este gradiente - residentes tropicais apresentando 
maior variabilidade, seguidos pelos residentes de zonas temperadas e animais 
migratórios como encontrado anteriormente para aves (O’CONNOR et al., 2018) - 
foi encontrado um padrão onde indivíduos de zonas temperadas apresentam maior 
variabilidade, seguidos pelos residentes tropicais e com os migratórios em último 
lugar (Capítulo 1, Figura 2), sugerindo um padrão de distribuição diferente de 
patógenos para o ambiente marinho. De fato, já foram sugeridos para o ambiente 
marinho padrões diferentes do esperado para regiões tropicais e temperadas, como 
por exemplo, taxas de especiação mais elevadas em regiões temperadas 
(RABOSKY et al., 2018). Além disso, a composição de microrganismos que afetam 
a vida selvagem ainda está subestudada uma vez que tais estudos normalmente 
focam em humanos (MURRAY et al., 2018), avanços recentes mostram uma 
inesperada diversidade viral e essa diversidade também não segue o gradiente 
latitudinal e análises metagenômicas prometem avanços para a estimação da 
estrutura viral marinha, apesar desses estudos focarem em vírus envolvidos no ciclo 
de carbono dos oceanos (COUTINHO et al., 2018; GREGORY et al., 2019) 
Estudar o sistema imunológico e sua evolução em mamíferos aquáticos 
pode ajudar a elucidar dinâmicas que ajudem na conservação destes animais, 
pressões que podem surgir ou desaparecer na troca de ambiente terrestre para o 
aquático e monitorar vírus com potencial para troca de hospedeiro, como é o caso 
do CeMV (Cetacean Morbillivirus) cuja evolução tem sido estudada e pertence a 
uma família de vírus que consegue colonizar novos hospedeiros. Jo e colaboradores 
(JO et al., 2018) analisaram diferentes cepas deste vírus e identificaram a 
distribuição das mesmas, com uma cepa emergente encontrada na costa brasileira. 
A resposta a esse vírus pode envolver tanto em MHCs quanto o receptor SLAM, 
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sendo um exemplo de um patógeno que consegue exercer pressão seletiva em 
mais de um componente do sistema imune (HARALAMBIEVA et al., 2015; TATSUO 
et al., 2000). 
Além de pressões relacionadas a hábitos migratórios e distribuição 
geográfica geral o estudo da dinâmica de perda ou ganho de genes da imunidade 
associados a mudanças ambientais também foi alvo de estudo e está descrito no 
Capítulo 2. A família gênica dos NLRs desempenha diversas funções como 
reconhecimento de patógenos, regulação da resposta imune e do processo 
embrionário. Os genes dessa família muitas vezes sofrem duplicações ocasionando 
que diferentes números sejam encontrados em cada espécie (PAUL, 2013). Na 
Figura 1 do Capítulo 2 pode-se perceber a perda dos genes NLRP4, NLRP11 e 
NLRP13 em todos os cetáceos, esses genes em humanos possuem uma expressão 
acentuada durante o processo de pré-implantação embrionária e suspeita-se que 
tenham alguma função durante esse processo (ZHANG et al., 2008). Em estudos 
anteriores focando a evolução da subfamília NLRP foi sugerido que a duplicação do 
gene NLRP4 em murinos tenha se dado devido à duplicação massiva de genes 
olfatórios que estão próximos da região onde o NLR se encontra (TIAN; PASCAL; 
MONGET, 2009). Entretanto, receptores olfativos estão entre a lista de genes que 
sofreram pseudogenização ou perda na linhagem dos cetáceos devido à adaptação 
à vida marinha e, entre os receptores que sofreram perdas, estão os que foram 
observados de maneira duplicada em murinos: os vomeronasais (KISHIDA et al., 
2015). Tendo isso em vista, se propõe que a perda de alguns NLRs da família dos 
NLRP tenha se dado em decorrência da perda de genes vizinhos, uma vez que 
esses NLRs se encontram in tandem. A função exercida pelos genes que foram 
perdidos pode ter sido compensada por outro. 
Em relação aos genes envolvidos na resposta imune pró-inflamatória, as 
análises de seleção positiva indicaram resultados positivos nos modelos de branch-
model utilizados e seleção intensificada foi detectada em mamíferos aquáticos, mas 
as análises foram inconclusivas em relação aos site-model empregados. Também 
se constata a perda do gene NLRC4 por pseudogenização nas espécies de Sotalia 
e em Trichechus inunguis, a única espécie a apresentar o NLRC4 (Trichechus 
manatus) não possui um receptor NAIP funcional. Isso pode indicar que a pressão 
seletiva agiu de maneira desigual nessa família gênica. Pressão seletiva exercida 
por patógenos já foi reportada como menor para os ambientes aquáticos 
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(TROWSDALE; GROVES; ARNASON, 1989), entretanto, aqui se encontraram 
sinais de seleção intensificada para estes ambientes, o que sugere que há seleção 
mediada por patógenos, concordando com outras análises realizadas com PRRs, 
como nos genes TLR4 e TLR5 (PINHEIRO et al., 2019; SHEN et al., 2012). 
 Aqui também se encontra uma das primeiras análises comparando 
genes de imunidade entre mamíferos marinhos e fluviais. Sinais de seleção 
intensificada foram detectados no gene NOD1, que detecta componentes 
bacterianos, o que sugere que bactérias exercem pressão seletiva diferenciada em 
ambientes fluviais. Por outro lado, o gene NLRP3 apresentou sinais de seleção 
relaxada, este gene detecta principalmente dano celular causado por uma ampla 
variedade de patógenos, o que dificulta a identificação da fonte que exerce menor 
pressão no ambiente fluvial.  
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6. Conclusão 
Apresentamos contribuições para o melhor entendimento da dinâmica 
evolutiva de mamíferos aquáticos. São as primeiras análises evolutivas de genes 
de imunidade envolvendo as espécies Sotalia fluviatilis, Sotalia guianensis, 
Trichechus inunguis e Trichechus manatus. São apresentadas dinâmicas de perda, 
onde constata-se perda de genes com funções no sistema imunológico em 
mamíferos aquáticos. Por outro lado, há sinais de seleção intensificada nos genes 
que estão presentes. Em relação a distribuição geográfica, também se constata uma 
necessidade de mais dados sobre a abundância de patógenos em ambientes 
marinhos, uma vez que a variabilidade discorda do esperado para os gradientes 
conhecidos para ambientes terrestres. Futuros estudos populacionais, 
sequenciamento de genomas e o avanço de estudos metagenômicos sobre a 
diversidade microbiana de ambientes marinhos contribuirão para uma melhor 
avaliação. Além disso, devido às diversas vias envolvidas para a ativação ou a 
presença de vias indiretas de ativação (i.e. NLRP3), também é possível que análises 
em todos os genes envolvidos revelem mais detalhes que não foram discutidos. 
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Apêndices 
 
 
Apêndice I – Tabela S1 referente ao capítulo 1, dividida por 
motivos de clareza 
 
 
Table S1.1 – Species name, ID on tree, name on source, sample location and 
category classification 
Species name ID Allele in the 
final dataset 
N. of 
individuals 
sampled 
Sample 
location 
Climate 
zones 
Biomes 
Balaenoptera 
 bonaerensis 
Babo_1 Babo a 11 n.a Migratory Alternates 
Babo_2 Babo b 
Babo_3 Babo c 
Babo_4 Babo d 
Babo_5 Babo e 
Babo_6 Babo f 
Balaenoptera 
musculus 
Bamu_1 Balaenoptera 
musculus 
isolate JJ BM4 
2016 0621 
000006F 018 
arrow arrow 
Monoisolate Santa Barbara, 
Pacific Ocean 
Migratory Alternates 
Bamu_2 Balaenoptera 
musculus 
isolate JJ BM4 
2016 0621 
000006F 018 
arrow arrow 
Bamu_3 BamuGC DQB 
01 
 80 Gulf of 
California, 
México 
Migratory Alternates 
Bamu_4 BamuGC DQB 
02 
Bamu_5 BamuGC DQB 
03 
Bamu_6 BamuGC DQB 
04 
Bamu_7 BamuGC DQB 
05 
Bamu_8 BamuGC DQB 
06 
Bamu_9 BamuGC DQB 
07 
Bamu_10 BamuGC DQB 
08 
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Bamu_11 BamuGC DQB 
09 
Bamu_12 BamuGC DQB 
10 
Bamu_13 BamuGC DQB 
11 
Bamu_14 BamuGC DQB 
12 
Bamu_15 BamuGC DQB 
13 
Bamu_16 BamuGC DQB 
14 
Bamu_17 BamuGC DQB 
15 
Bamu_18 BamuGC DQB 
16 
Bamu_19 BamuGC DQB 
17 
Bamu_20 BamuGC DQB 
18 
Bamu_21 BamuGC DQB 
19 
Bamu_22 BamuGC DQB 
20 
Bamu_23 BamuGC DQB 
21 
Bamu_24 BamuGC DQB 
22 
Balaena 
mysticetus 
Bamy_1 Bamy92002 
DQB 1 
na  North Slope 
Borough, 
Alaska,USA 
Temperate Coastal 
Bamy_2 Bamy92004 
DQB 2 
Bamy_3 Bamy92004 
DQB 3 
Balaenoptera 
physalus 
Baph_1 BaphGC-DQB 
01 
36 Gulf of 
California, 
México 
Temperate Alternates 
Baph_2 BaphGC DQB 
02 
Baph_3 BaphGC DQB 
03 
Eubalaena 
australis 
Euau_1 Euau DQB 1c n.a n.a 
 (Museum of 
Western 
Australia) 
Temperate Coastal 
Euau_2 Euau DQB 2c 
Euau_3 Euau DQB 3c 
Euau_4 Euau DQB 4c 
Euau_5 Euau DQB 5c 
Megaptera 
novaeangliae 
Meno_1 MenoCA8818 
DQB 13c 
n.a California Migratory Alternates 
Meno_2 MenoCA8818 
DQB 1c 
California 
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Meno_3 MenoCA DQB 
10c 
California 
Meno_4 MenoCA DQB 
2c 
California 
Meno_5 MenoCA DQB 
3c 
California 
Meno_6 MenoCA DQB 
4c 
California 
Meno_7 MenoCA DQB 
5c 
California 
Meno_8 MenoCA DQB 
6c 
California 
Meno_9 MenoCA DQB 
7c 
California 
Meno_10 MenoCA DQB 
8c 
California 
Meno_11 MenoCA DQB 
9c 
California 
Meno_12 MenoGB0001 
DQB 11c 
Glacier Bay 
Meno_13 MenoGB0003 
DQB 12c 
Glacier Bay 
Meno_14 MenoGB0003 
DQB 14c 
Glacier Bay 
Meno_15 MenoGOM 
DQB 15c 
Gulf of Maine 
Meno_16 MenoGOM 
DQB 16c 
Gulf of Maine 
Meno_17 MenoGOM 
DQB 17c 
Gulf of Maine 
Meno_18 MenoSEA886
0 DQB 18c 
South Eastern 
Alaska 
Meno_19 MenoSEA886
0 DQB 19c 
South Eastern 
Alaska 
Meno_20 MenoSEA 
DQB 20c 
South Eastern 
Alaska 
Meno_21 MenoSEA 
DQB 21c 
South Eastern 
Alaska 
Meno_22 MenoSEA 
DQB 22c 
South Eastern 
Alaska 
Meno_23 MenoSEA 
DQB 23c 
South Eastern 
Alaska 
Delphinapterus 
leucas 
Dele_1 Dele DQ beta 
0102 
233 Seven 
populations: St. 
Lawrence 
Estuary, 
eastern 
Beaufort Sea, 
eastern 
Chukchi Sea, 
Temperate Alternates 
Dele_2 Dele DQ beta 
0101 
Dele_3 Dele DQ beta 
0103 
Dele_4 Dele DQ beta 
0201 
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Dele_5 Dele DQ beta 
0202 
western 
Hudson Bay, 
eastern Hudson 
Bay, 
southeastern 
Baffin Island, 
and High Arctic 
Globicephala 
macrorhynchus 
Glma_1 Glma c 2 n.a 
 (World 
Uminonakamic
hi Aquarium) 
Tropical Offshore 
Glma_2 Glma a 
Glma_3 Glma b 
Mesoplodon 
bidens 
Mebi_1 MesBid 
scaffold 
642197 
Monoisolate n.a Temperate Offshore 
Mebi_2 MesBid 
scaffold 
660494 
Mebi_3 MesBid 
scaffold 
682809 
Mebi_4 MesBid 
scaffold 9815 
Phocoena 
phocoena 
Phph_1 Phph DQB 01 5 n.a(Presented 
by 
SWFSC, USA) 
Temperate Coastal 
Phph_2 Phph DQB 02 
Phph_3 Phph DQB 03 
Phph_4 Phph DQB 04 
Phph_5 Phph DQB 05 7 Black Sea, 
Romania 
Temperate 
Phph_6 Phph DQB 06 
Phocoenoides  
dalli  
Phda_1  
Phda-DQB*01  
5 na (Presented by 
SWFSC, USA) 
Temperate Offshore 
Phda_2 Phda-DQB*02  
Phda_3 Phda-DQB*03 
Pontoporia 
blainvillei 
Pobl_1 PoblDQB Bra 1 South of São 
Paulo 
Temperate Coastal 
Pobl_2 Pobl DQB 01 2 Argentina Temperate 
Pobl_3 Pobl DQB 02 
Pobl_4 PonBla 
flattened line 
390878 
Monoisolate n.a Temperate 
Pobl_5 PonBla 
flattened line 
783070 
Sousa 
 chinensis 
Soch_1 Soch DQB 1 3 Taiwan Coast Tropical Coastal 
Soch_2 Soch-DQB 2 
Soch_3 Soch DQB 
Genome 
 
n.a Tropical 
Sotalia 
 guianensis 
Sogui_1 Sogu DQB03 
02 
25 Brazil and 
northen coast 
of South 
America 
Tropical Coastal 
Sogui_2 Sogu DQB01 
01 
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Sogui_3 Sogu DQB02 
01 
Sogui_4 Sogu DQB03 
01 
Sogui_5 Sogu DQB 
Genome 
1 Brazil 
Stenella 
coeruleoalba 
Stco_1 Stco DQB 01 15 South China 
Sea 
Tropical Offshore 
Stco_2 Stco DQB 02 
Stco_3 Stco DQB 03 
Stco_4 Stco DQB 04 
Stco_5 Stco DQB 05 
Stco_6 Stco DQB 06 
Stco_7 Stco DQB 07 
Stco_8 Stco DQB 08 
Stco_9 Stco DQB 09 
Stco_10 Stco DQB 11 33 Italy Temperate 
Stco_11 Stco DQB 12 
Stco_12 Stco DQB 13 
Stco_13 Stco DQB 14 
Stco_14 Stco DQB 15 
Stco_15 Stco DQB 16 
Stco_16 Stco DQB 17 
Stco_17 Stco DQB 18 
Stco_18 Stco DQB 19 
Stco_19 Stco DQB 22 
Stco_20 Stco DQB 23 
Stco_21 Stco DQB 25 
Stco_22 Stco DQB 26 
Tursiops  
aduncus 
Tuad_1 Tuad DQB 01 5 South China 
Sea 
Tropical Coastal 
Tuad_2 Tuad DQB 02 
Tuad_3 Tuad DQB 03 
Tuad_4 Tuad DQB 04 
Tuad_5 Tuad DQB 05 
Tursiops  
truncatus 
Tutr_1 Tutr DQB 01 42 Taiwan coast Tropical  
Coastal Tutr_2 Tutr DQB 02 
Tutr_3 Tutr DQB 03 
Tutr_4 Tutr DQB 04 
Tutr_5 Tutr DQB 05 
Tutr_6 Tutr DQB 06 
Tutr_7 Tutr DQB 07 n.a Wakayama, 
Taiji, Japan 
Temperate Offshore 
Tutr_8 Tutr DQB 08 
Tutr_9 Tutr DQB 09 
Tutr_10 Tutr DQB 10 
Tutr_11 Tutr DQB 11 
Tutr_12 Tutr DQB 12 
Tutr_13 Tutr DQB 13 
Tutr_14 Tutr DQB 14 
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Tutr_15 Tutr DQB 15 
Tutr_16 Tutr DQB 16 
Tutr_17 Tutr DQB 17 
Tutr_18 Tutr DQB 18 
Tutr_19 Tutr DQB 19 
Tutr_20 Tutr DQB 20 
Tutr_21 Tutr DQB 21 
Tutr_22 Tutr DQB 23 
Tutr_23 Tutr DQB 28 n.a Mexico Tropical Coastal 
Tutr_24 Tutr DQB 29 
Tutr_25 Tutr DQB 30 
Tutr_26 Tutr DQB 31 
Tutr_27 Tutr DQB 32 
Tutr_28 Tutr DQB 33 
Tutr_29 Tutr DQB 34 
Tutr_30 Tutr DQB 35 
Sus scrofa Susc_1 Susc SLA 
DQB1 lr01 
Outgroup Outgroup 
  
 
Table S1.2 – ID usado na árvore, nome usado no artigo original e número de acesso 
do GenBanl 
ID Allele in the final dataset Accession numbers 
Babo_1 Babo a AB164202 
Babo_2 Babo b AB164203 
Babo_3 Babo c AB164204 
Babo_4 Babo d AB164205 
Babo_5 Babo e AB164206 
Babo_6 Babo f AB164207 
Bamu_1 Balaenoptera musculus 
isolate JJ BM4 2016 0621 
000006F 018 arrow arrow 
VNFD01003963.1:111227-111397 ; 
GCA_008658375.1 
Bamu_2 Balaenoptera musculus 
isolate JJ BM4 2016 0621 
000006F 018 arrow arrow 
VNFD01003963.1:83230-83400; 
GCA_008658375.1 
Bamu_3 BamuGC DQB 01 KJ179618 
Bamu_4 BamuGC DQB 02 KJ179619 
Bamu_5 BamuGC DQB 03 KJ179620 
Bamu_6 BamuGC DQB 04 KJ179621 
Bamu_7 BamuGC DQB 05 KJ179622 
Bamu_8 BamuGC DQB 06 KJ179623 
Bamu_9 BamuGC DQB 07 KJ179624 
Bamu_10 BamuGC DQB 08 KJ179625 
Bamu_11 BamuGC DQB 09 KJ179626 
Bamu_12 BamuGC DQB 10 KJ179627 
Bamu_13 BamuGC DQB 11 KJ179628 
Bamu_14 BamuGC DQB 12 KJ179629 
Bamu_15 BamuGC DQB 13 KJ179630 
Bamu_16 BamuGC DQB 14 KJ179631 
Bamu_17 BamuGC DQB 15 KJ179632 
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Bamu_18 BamuGC DQB 16 KJ179633 
Bamu_19 BamuGC DQB 17 KJ179634 
Bamu_20 BamuGC DQB 18 KJ179635 
Bamu_21 BamuGC DQB 19 KJ179636 
Bamu_22 BamuGC DQB 20 KJ179637 
Bamu_23 BamuGC DQB 21 KJ179638 
Bamu_24 BamuGC DQB 22 KJ179639 
Bamy_1 Bamy92002 DQB 1 DQ354623 
Bamy_2 Bamy92004 DQB 2 DQ354624 
Bamy_3 Bamy92004 DQB 3 DQ354625 
Baph_1 BaphGC-DQB 01 DQ300261 
Baph_2 BaphGC DQB 02 DQ300262 
Baph_3 BaphGC DQB 03 DQ300263 
Euau_1 Euau DQB 1c DQ354630 
Euau_2 Euau DQB 2c DQ354631 
Euau_3 Euau DQB 3c DQ354632 
Euau_4 Euau DQB 4c DQ354633 
Euau_5 Euau DQB 5c DQ354634 
Meno_1 MenoCA8818 DQB 13c DQ354654 
Meno_2 MenoCA8818 DQB 1c DQ354642 
Meno_3 MenoCA DQB 10c DQ354651 
Meno_4 MenoCA DQB 2c DQ354643 
Meno_5 MenoCA DQB 3c DQ354644 
Meno_6 MenoCA DQB 4c DQ354645 
Meno_7 MenoCA DQB 5c DQ354646 
Meno_8 MenoCA DQB 6c DQ354647 
Meno_9 MenoCA DQB 7c DQ354648 
Meno_10 MenoCA DQB 8c DQ354649 
Meno_11 MenoCA DQB 9c DQ354650 
Meno_12 MenoGB0001 DQB 11c DQ354652 
Meno_13 MenoGB0003 DQB 12c DQ354653 
Meno_14 MenoGB0003 DQB 14c DQ354655 
Meno_15 MenoGOM DQB 15c DQ354656 
Meno_16 MenoGOM DQB 16c DQ354657 
Meno_17 MenoGOM DQB 17c DQ354658 
Meno_18 MenoSEA8860 DQB 18c DQ354659 
Meno_19 MenoSEA8860 DQB 19c DQ354660 
Meno_20 MenoSEA DQB 20c DQ354661 
Meno_21 MenoSEA DQB 21c DQ354662 
Meno_22 MenoSEA DQB 22c DQ354663 
Meno_23 MenoSEA DQB 23c DQ354664 
Dele_1 Dele DQ beta 0102 U16987 
Dele_2 Dele DQ beta 0101 U16986 
Dele_3 Dele DQ beta 0103 U16988 
Dele_4 Dele DQ beta 0201 U16989 
Dele_5 Dele DQ beta 0202 U16990 
Glma_1 Glma c AB164228 
Glma_2 Glma a AB164226 
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Glma_3 Glma b AB164227 
Mebi_1 MesBid scaffold 642197 PVJJ010321155.1:236-406 ; 
GCA_004027085.1 
Mebi_2 MesBid scaffold 660494 PVJJ010330304.1:50-220; 
GCA_004027085.1 
Mebi_3 MesBid scaffold 682809 PVJJ010341462.1:50-220; 
GCA_004027085.1 
Mebi_4 MesBid scaffold 9815 PVJJ010004910.1:46224-46394; 
GCA_004027085.1 
Phph_1 Phph DQB 01 EU698957 
Phph_2 Phph DQB 02 EU698958 
Phph_3 Phph DQB 03 EU698959 
Phph_4 Phph DQB 04 EU698960 
Phph_5 Phph DQB 05 KY119152 
Phph_6 Phph DQB 06 KY119153 
Phda_1  
Phda-DQB*01  
EU698954.1  
Phda_2 Phda-DQB*02  EU698955.1  
Phda_3 Phda-DQB*03 EU698956.1  
Pobl_1 PoblDQB Bra Ours 
Pobl_2 Pobl DQB 01 EU698961 
Pobl_3 Pobl DQB 02 EU698962 
Pobl_4 PonBla flattened line 
390878 
RJWI010195480.1:1415-1585; 
GCA_004363935.1 
Pobl_5 PonBla flattened line 
783070 
RJWI010391527.1:378-548; 
GCA_004363935.1 
Soch_1 Soch DQB 1 FJ794350 
Soch_2 Soch-DQB 2 FJ794351 
Soch_3 Soch DQB Genome RWJT01022005.1:21756553-21756723; 
GCA_007760645.1 
Sogui_1 Sogu DQB03 02 FJ848544 
Sogui_2 Sogu DQB01 01 FJ848541 
Sogui_3 Sogu DQB02 01 FJ848542 
Sogui_4 Sogu DQB03 01 FJ848543 
Sogui_5 Sogu DQB Genome Our genome 
Stco_1 Stco DQB 01 EU698964 
Stco_2 Stco DQB 02 EU698965 
Stco_3 Stco DQB 03 EU698966 
Stco_4 Stco DQB 04 EU698967 
Stco_5 Stco DQB 05 EU698968 
Stco_6 Stco DQB 06 EU698969 
Stco_7 Stco DQB 07 EU698970 
Stco_8 Stco DQB 08 EU698971 
Stco_9 Stco DQB 09 EU698972 
Stco_10 Stco DQB 11 KY119136 
Stco_11 Stco DQB 12 KY119137 
Stco_12 Stco DQB 13 KY119138 
Stco_13 Stco DQB 14 KY119139 
Stco_14 Stco DQB 15 KY119140 
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Stco_15 Stco DQB 16 KY119141 
Stco_16 Stco DQB 17 KY119145 
Stco_17 Stco DQB 18 KY119142 
Stco_18 Stco DQB 19 KY119143 
Stco_19 Stco DQB 22 KY119146 
Stco_20 Stco DQB 23 KY119147 
Stco_21 Stco DQB 25 KY119149 
Stco_22 Stco DQB 26 KY119150 
Tuad_1 Tuad DQB 01 EU698973 
Tuad_2 Tuad DQB 02 EU698974 
Tuad_3 Tuad DQB 03 EU698975 
Tuad_4 Tuad DQB 04 EU698976 
Tuad_5 Tuad DQB 05 EU698977 
Tutr_1 Tutr DQB 01 EF690293 
Tutr_2 Tutr DQB 02 EF690294 
Tutr_3 Tutr DQB 03 EF690295 
Tutr_4 Tutr DQB 04 EF690296 
Tutr_5 Tutr DQB 05 EF690297 
Tutr_6 Tutr DQB 06 EF690298 
Tutr_7 Tutr DQB 07 AB302050 
Tutr_8 Tutr DQB 08 AB302051 
Tutr_9 Tutr DQB 09 AB302052 
Tutr_10 Tutr DQB 10 AB302053 
Tutr_11 Tutr DQB 11 AB302054 
Tutr_12 Tutr DQB 12 AB302055 
Tutr_13 Tutr DQB 13 AB302056 
Tutr_14 Tutr DQB 14 AB302057 
Tutr_15 Tutr DQB 15 AB302058 
Tutr_16 Tutr DQB 16 AB302059 
Tutr_17 Tutr DQB 17 AB302060 
Tutr_18 Tutr DQB 18 AB302061 
Tutr_19 Tutr DQB 19 AB302062 
Tutr_20 Tutr DQB 20 AB302063 
Tutr_21 Tutr DQB 21 AB302064 
Tutr_22 Tutr DQB 23 AB302066 
Tutr_23 Tutr DQB 28 KP896693 
Tutr_24 Tutr DQB 29 KP896694 
Tutr_25 Tutr DQB 30 KP896695 
Tutr_26 Tutr DQB 31 KP896696 
Tutr_27 Tutr DQB 32 KP896697 
Tutr_28 Tutr DQB 33 KP896698 
Tutr_29 Tutr DQB 34 KP896699 
Tutr_30 Tutr DQB 35 KP896700 
Susc_1 Susc SLA DQB1 lr01 KU754591 
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Table S1 – subordem e equivalência de nome científico com nome comum 
Suborder Species name Common name 
Mysticeti Balaenoptera bonaerensis Antarctic minke whale 
Balaenoptera musculus Blue whale 
Balaena mysticetus Bowhead whale 
Balaenoptera physalus Fin whale 
Eubalaena australis Southern right whale 
Megaptera novaeangliae  Humpback 
Odontoceti Delphinapterus leucas Beluga whale 
Globicephala macrorhynchus Short-finned pilot whale 
Mesoplodon bidens Sowerby’s beaked whale 
Phocoena phocoena Harbor porpoise 
Phocoenoides dalli  Dall’s porpoise 
Pontoporia blainvillei Franciscana 
Sousa chinensis Indo-Pacific humpback dolphin 
Sotalia guianensis Guiana dolphin 
Stenella coeruleoalba Striped dolphin 
Tursiops aduncus Indo-Pacific bottlenose dolphin 
Tursiops truncatus Bottlenose dolphin 
Outgroup Sus scrofa Pig 
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Apêndice II – Tabelas com os números de acesso usados no 
Capítulo 2 
 
Tabela 1 – Números de acesso- NLRP3 
 
Espécie Acesso 
Acinonyx jubatus 106966765 
Balaenoptera acutorostrata scammoni 103015934 
Bos indicus 109561926 
Bos taurus  538639 
Bubalus bubalis 102408947 
Camelus ferus  102520415 
Castor canadensis 109687959 
Chinchilla lanigera 102018041 
Delphinapterus leucas 111166657 
Equus asinus 106821825 
Equus caballus 100073322 
Homo sapiens Ensembl- NLRP3-201 
Loxodonta africana 100669613 
Macaca mulatta 701278 
Marmota marmota marmota 107153226 
Myotis brandtii 102262302 
Myotis davidii 102755091 
Neophocaena asiaeorientalis asiaeorientalis 112406183 
Orcinus orca 101282000 
Ovis aries 101107699 
Sus scrofa 100514823 
Trichechus manatus latirostris 101343031 
Tupaia chinensis 102492932 
Tursiops truncatus 101318929 
 
Tabela 2 – Número de acessos- NOD1 
 
Espécies Acesso 
Anas platyrhynchos platyrhynchos Ensembl - NOD1-202 
Balaenoptera acutorostrata scammoni 103001551 
Bos taurus 781426 
Bubalus bubalis 102413359 
Camelus ferus 102512373 
Castor canadensis 109700547 
Chinchilla lanigera 102019896 
Equus asinus 106831059 
Equus caballus 100069844 
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Equus przewalskii 103552757 
Homo sapiens 10392 
Lipotes vexillifer 103084915 
Loxodonta africana 100664068 
Macaca mulatta 695655 
Marmota marmota marmota 107146143 
Neophocaena asiaeorientalis asiaeorientalis 112406262 
Orcinus orca 101278806 
Ovis aries 101102721 
Sus scrofa 100135660 
Trichechus manatus latirostris 101349027 
Tupaia chinensis 102496936 
Tursiops truncatus 101331585 
 
 
Tabela 3 – Número de acessos – NOD2 
 
Espécie Acesso 
Balaenoptera acutorostrata scammoni 103020823 
Bos indicus 109572753 
Bos taurus 444867 
Bubalus bubalis 102390227 
Camelus ferus 102504506 
Canis familiaris Ensembl 
NOD2-201 
Carlito syrichta 103259334 
Danio rerio 777696 
Equus asinus 106822712 
Equus caballus 100059123 
Equus przewalskii 103556599 
Gorilla gorilla gorilla 101129872 
Homo sapiens 64127 
Lipotes vexillifer 103077202 
Loxodonta africana 100677763 
Macaca mulatta 695542 
Marmota marmota marmota 107144876 
Myotis lucifugus Ensembl- 
NOD2-201 
Orcinus orca 101271819 
Sus scrofa 100125838 
Tursiops truncatus 101329353 
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ANEXOS 
ANEXO I 
 
 
 
Ministério do Meio Ambiente 
CONSELHO DE GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO 
SISTEMA NACIONAL DE GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL 
ASSOCIADO 
Comprovante de Cadastro de Acesso 
Cadastro nº A94D205 
A atividade de acesso ao Patrimônio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada 
no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei nº 13.123/2015 e seus regulamentos. 
Número do cadastro: 
Usuário: 
CPF/CNPJ: 
Objeto do Acesso: 
A94D205 
UNICAMP 
46.068.425/0001-
33 
Patrimônio 
Genético 
Finalidade do Acesso: Pesquisa 
 Espécie  
Trichechus 
inunguis Título 
da Atividade: 
Usando genômica 
comparativa para entender 
a evolução convergente em 
mamíferos: em busca das 
pegadas moleculares da 
ocupação do ambiente 
marinho e fluvial. 
 Equipe  
Mariana Freitas Nery UNICAMP 
Érica Martinha Silva de 
Souza 
UNICAMP 
Elisa Karen da Silva 
Ramos 
UNICAMP 
Lucas Eduardo Costa 
Canesin 
UNICAMP 
Pedro de Gusmão 
Ribeiro 
UNICAMP 
Bruna Cristina Dias UNICAMP 
Maria Luiza Andreani UNICAMP 
Letícia Magpali Moura 
Estevão 
UNICAMP 
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João Pedro Vieira Mariz UNICAMP 
Juliana Mitie Pereira UNICAMP 
    Michelle Carneiro 
Rachid Ribeiro  
Flávia Akemi Nitta 
Fernandes 
UNICAMP 
 
UNICAMP 
 
Data do Cadastro: 23/02/2018 20:42:30 
Situação do Cadastro: Concluído 
 Conselho de Gestão do Patrimônio Genético 
Situação cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:18 de 05/12/2018. 
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Ministério do Meio Ambiente 
CONSELHO DE GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO 
SISTEMA NACIONAL DE GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL 
ASSOCIADO 
Comprovante de Cadastro de Acesso 
Cadastro nº AB72D32 
A atividade de acesso ao Patrimônio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada 
no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei nº 13.123/2015 e seus regulamentos. 
Número do cadastro: 
Usuário: 
CPF/CNPJ: 
Objeto do Acesso: 
AB72D32 
UNICAMP 
46.068.425/0001-
33 
Patrimônio 
Genético 
Finalidade do Acesso: Pesquisa 
 Espécie  
Pontoporia blainvillei 
Sotalia 
guianensis 
Título da 
Atividade: 
Usando genômica 
comparativa para entender a 
evolução convergente em 
mamíferos: em busca das 
pegadas moleculares da 
ocupação do ambiente 
marinho e fluvial. 
 Equipe  
Mariana Freitas Nery UNICAMP 
Érica Martinha Silva de 
Souza 
UNICAMP 
Elisa Karen da Silva 
Ramos 
UNICAMP 
Lucas Eduardo Costa 
Canesin 
UNICAMP 
Pedro de Gusmão 
Ribeiro 
UNICAMP 
Bruna Cristina Dias UNICAMP 
Maria Luiza Andreani UNICAMP 
João Pedro Vieira 
Mariz 
UNICAMP 
Letícia Magpali Moura 
Estevão 
UNICAMP 
Juliana Mitie Pereira UNICAMP 
Michelle Carneiro 
Rachid Ribeiro 
UNICAMP 
Flávia Akemi Nitta 
Fernandes 
UNICAMP 
 Envios de Amostra 
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Espécie: 
Tipo do Patrimônio Genético: 
Forma do Patrimônio Genético: 
Instituição Destinatária: 
Sede da Instituição Destinatária: 
Pontoporia blainvillei 
- 
Amostra líquida em tubo de microcentrífuga (eppendorf) 
Macrogen Inc. 
254 Beotkkot-ro, Seoul, Geumcheon-gu, 08511, Coreia do 
Sul 
Espécie: 
Tipo do Patrimônio Genético: 
Forma do Patrimônio Genético: 
Instituição Destinatária: 
Sede da Instituição Destinatária: 
Sotalia guianensis 
- 
Amostra líquida em tubo de microcentrífuga (eppendorf) 
Macrogen Inc. 
254 Beotkkot-ro, Seoul, Geumcheon-gu, 08511, Coreia do 
Sul 
Data do Cadastro: 01/03/2018 16:56:30 
Situação do Cadastro: Concluído 
 
 
Conselho de Gestão do Patrimônio Genético 
Situação cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:20 de 05/12/2018. 
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Ministério do Meio Ambiente 
CONSELHO DE GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO 
SISTEMA NACIONAL DE GESTÃO DO PATRIMÔNIO GENÉTICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL 
ASSOCIADO 
Comprovante de Cadastro de Acesso 
Cadastro nº AB375AB 
A atividade de acesso ao Patrimônio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada 
no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei nº 13.123/2015 e seus regulamentos. 
Número do 
cadastro: 
Usuário: 
CPF/CNPJ: 
Objeto do Acesso: 
AB375AB 
UNICAMP 
46.068.425/0001-
33 
Patrimônio 
Genético 
Finalidade do 
Acesso: 
Pesquisa 
 Espécie  
Inia geoffrensis 
Sotalia 
fluviatilis 
Título da 
Atividade: 
U SANDO GENÔMICA 
COMPARATIVA PARA 
ENTENDER A EVOLUÇÃO  
CONVERGENTE EM 
MAMÍFEROS : EM BUSCA DAS 
PEGADAS  
MOLECULARES DA 
OCUPAÇÃO DO AMBIENTE 
MARINHO E FLUVIAL 
 Equipe  
Mariana Freitas 
Nery 
UNICAMP 
Bruna Cristina 
Dias 
UNICAMP 
Érica Martinha 
Silva de Souza 
UNICAMP 
Lucas Eduardo 
Costa Canesin 
UNICAMP 
Elisa Karen da 
Silva Ramos 
UNICAMP 
Pedro de Gusmão 
Ribeiro 
UNICAMP 
Maria Luiza 
Andreani 
UNICAMP 
Letícia Magpali 
Moura Estevão 
UNICAMP 
João Pedro Vieira 
Mariz 
UNICAMP 
Juliana Mitie 
Pereira 
UNICAMP 
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Michelle Carneiro 
Rachid Ribeiro 
UNICAMP 
Flávia Akemi Nitta 
Fernandes 
UNICAMP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Data do Cadastro: 21/02/2018 20:48:11 
Situação do Cadastro: Concluído 
Conselho de Gestão do Patrimônio Genético 
Situação cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:14 de 05/12/2018. 
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ANEXO II 
 
